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DESCRIPCION
Polipéptidos de factor x modificados y usos de los mismos
Campo de la invencion

Se proporcionan proteinas terapéuticas modificadas. En particular polipéptidos de Factor X modificados, que
incluyen el zimégeno del Factor X, Se proporciona el Factor Xa y otras formas del Factor X, y usos de los mismos.

Antecedentes

La hemostasis es el proceso fisiolégico complejo que conduce al cese de una hemorragia. Las plaquetas, proteinas
plasmaticas, y vasos sanguineos y células endoteliales son tres componentes que juegan cada uno un importante
papel en los eventos que siguen inmediatamente a la lesion de un tejido y que, en circunstancias normales, dan
como resultado la formacién rapida de un coagulo. El punto central de esto es la coagulacion en cascada, una serie
de eventos proteoliticos en los que determinadas proteinas plasmaticas (o factores de coagulacion) se activan
secuencialmente en una "cascada" por otro factor de coagulacion previamente activado, conduciendo a la rapida
generacion de trombina. Las grandes cantidades de trombina producidas en esta cascada funcionan a continuacion
para escindir el fibrindgeno en los péptidos de fibrina que se requieren para la formacién del coagulo. Se ha
propuesto al Factor X (FX) como sustancia terapéutica para tratar trastornos hemorragicos y es ventajoso sobre
otros tratamientos terapéuticos del factor de coagulacion debido a su papel principal en la ruta de la coagulacién. Los
tratamientos actuales con FX se basan en el uso terapéutico del zimégeno no activado debido a que se considera
que es una estrategia mas segura. Existe una necesidad de tratamientos terapéuticos mejorados o alternativos a FX.

Sumario

Se proporciona en el presente documento un polipéptido con Factor Xa activo modificado aislado, que comprende
una sustitucion de aminoacido en una posiciébn que corresponde a la posicion 196 y en una posicion que
corresponde a la posicion 332 en un polipéptido de FXa sin modificar con referencia a las posiciones de aminoacidos
gue se muestran en la SEQ ID NO:134, en la que:

las posiciones de aminoacidos correspondientes se determinan por alineacion con la SEQ ID NO:134;

la sustitucion en la posicion 196 es con un resto de aminoacido polar neutro que es serina (S) o treonina (T);

la sustitucion en la posicion 332 es Alanina (A), Aspartato (D), Glutamato (E), Serina (S) o Glicina(G);

el FXa sin modificar comprende una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134, en la que:

el FXa modificado presenta al menos una dependencia del cofactor de FVa aumentada 50 veces en
comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la sustitucién de aminoéacido; y

el FXa modificado comprende dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece,
catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, o veinte sustituciones de aminoacidos en
comparacién con el polipéptido de FXa sin modificar.

Se describen en el presente documento polipéptidos de Factor X (FX) modificado o variante que presentan
propiedades o actividades alteradas en comparacion con un polipéptido de FX sin modificar tal como una
dependencia del cofactor (FVa) aumentada, semivida aumentada, resistencia aumentada a los inhibidores (por
ejemplo, antitrombina IlI) y/o glicosilacion alterada. Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el
presente documento pueden presentar algunas o todas las anteriores propiedades o actividades. Los polipéptidos de
FX modificados pueden ser maduros, zimégenos, activos o activados o las formas cataliticamente activas de los
mismos.

Por ejemplo, se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificados de acuerdo con las presentes
reivindicaciones que contienen una sustitucién de aminoacido en un polipéptido de FX sin modificar de tal manera
que la forma FX activa (FXa) del polipéptido de FX modificado presenta al menos una dependencia del cofactor de
FVa aumentada 50 veces en comparacion con el polipéptido de FXa que es igual que el polipéptido de FX
modificado, pero que no contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoéacido(s). El polipéptido de FX sin modificar es un
polipéptido de FX activo (FXa) que tiene una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que contiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134. En un ejemplo adicional, el polipéptido
de FXa sin modificar es una forma cataliticamente activa para el FXa activo descrito anteriormente.

En ejemplos concretos de los polipéptidos de FX modificados proporcionados anteriormente y en el presente
documento, la forma madura o zimogeno del polipéptido de FX modificado no contiene un péptido de activacion
heterdlogo procedente de otra serina proteasa. En otros ejemplos, en el presente documento la forma madura o
zimoégeno del polipéptido de FX modificado no contiene un péptido de activacion modificado. En ejemplos
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adicionales en el presente documento, la forma FXa del polipéptido de FX modificado, o la porcién cataliticamente
activa del mismo, no se produce a partir de un polipéptido de FX zimdgeno que contiene un péptido de activacion
heter6logo procedente de otra serina proteasa o un péptido de activacion modificado. Los polipéptidos de FX
modificados puede aislarse o purificarse sustancialmente o purificarse.

Se proporcionan también en el presente documento polipéptidos de Factor X activo modificado aislado (FXa) de
acuerdo con las presentes reivindicaciones que contienen una sustitucién de aminoacido en un polipéptido de FX sin
modificar, en el que la forma FX activa (FXa) del polipéptido de FX modificado presenta una dependencia del
cofactor aumentada, una dependencia del cofactor de FVa aumentada al menos 50 veces en comparacién con el
polipéptido de FXa que es igual al polipéptido de FX modificado, pero que no contiene la(s) sustitucion(ones) de
aminodacido(s). El FXa maodificado no contiene generalmente un péptido de activacion. El polipéptido de FX sin
modificar es un polipéptido de FX activo (FXa) que tiene una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos
gue se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134, o es una forma cataliticamente activa
del mismo.

En cualquiera de los ejemplos de los polipéptidos de FX modificados o de los polipéptidos de FX modificados
aislados proporcionados en el presente documento que presentan dependencia del cofactor aumentada, la
dependencia del cofactor puede estar aumentada al menos 75 veces, 100 veces, 125 veces, 150 veces, 200 veces,
250 veces, 300 veces, 350 veces, 400 veces, 450 veces, 500 veces, 600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces,
1000 veces, 2000 veces 0 mas en comparacion con el polipéptido sin modificar.

Incluidos entre dichos polipéptidos de FX modificados o polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados en
el presente documento estan los polipéptidos por los cuales el resto de aminoacido nativo en la posicién 196 con
referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134 o un resto que corresponde al
resto de aminoéacido 196 en el polipéptido de FX sin modificar se sustituye con un resto de aminoacido polar neutro
que es una serina (S) o treonina (T). Los restos de aminoacidos correspondientes (es decir, los restos de
aminoacidos que corresponden a la posicién 196 en un polipéptido de FX diferente que el que se muestra en la SEQ
ID NO:4) se identifican por la alineacion del polipéptido de FX sin modificar con el polipéptido de la SEQ ID NO:134.
Esto se ilustra en la Figura 3. Por ejemplo, se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX
modificados que contienen una sustitucion de aminoacido con S en una posicién que corresponde a la posicion 196
0 una sustitucion de aminoacido con una T en una posicién que corresponde a la posicién 196 con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:134, o la misma sustitucion de aminoacido en un resto
de aminoéacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar que no comprende S o T en la posicién
correspondiente a 196. En ejemplos particulares, el polipéptido de FX modificado contiene una sustitucién de
aminoéacido con S en una posicién que corresponde a la posicién 196 con referencia a la posicién de aminoacido que
se muestra en la SEQ ID NO:134, o la misma sustitucién de aminoacido en un resto de aminoacido correspondiente
en el polipéptido de FX sin maodificar que no comprende S en la posicion correspondiente a 196.

En cualquiera de los ejemplos de los polipéptidos de FX modificados o de los polipéptidos de FX aislados
proporcionados en el presente documento o descritos anteriormente, el polipéptido puede contener una(s)
sustitucién(ones) de aminoacido(s) adicional(es) en la cadena ligera o en el dominio de la proteasa de la cadena
pesada. Los polipéptidos de FX modificados o el polipéptido de FX modificado aislado proporcionado en el presente
documento puede contener solo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce,
quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve o veinte sustituciones de aminoacidos en comparacion con el
polipéptido sin modificar de la misma forma, por ejemplo, el polipéptido sin modificar que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:134 o el zim6geno, la forma activa o cataliticamente activa del
mismo.

En cualquiera de los ejemplos en el presente documento, la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) adicional(es) no
corresponden a la sustitucion con Isoleucina (1), Alanina (A), Valanina (V), Serina (S) o Treonina (T) en una posicién
que corresponde a la posicién 195 o 197 con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134, o la misma sustitucién en un resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.
La(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) adicional(es) puede(n) dar como resultado o conferir o efectuar una
glicosilacion alterada, una resistencia aumentada a un inhibidor y/o una actividad catalitica aumentada. Por ejemplo,
la resistencia aumentada a un inhibidor puede ser una resistencia aumentada a anti-trombina 11l (ATIII).

En los ejemplos concretos del presente documento, cualquiera del polipéptido de FX modificado o del polipéptido de
FX modificado aislado descrito en el presente documento o anteriormente tiene una(s) sustitucion(ones) en una
posicion de un aminoacido que corresponde a una posicidn seleccionada entre 211, 214, 216, 218, 219, 273, 276,
306, 326, 332, 338, 420 y 424, con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134, en el que las posiciones de aminoacidos correspondientes se identifican por la alineacion del polipéptido de
FX sin modificar con el polipéptido que se muestra en la SEQ ID NO:134. Por ejemplo, la(s) sustitucion(ones) de
aminoacido(s) puede(n) ser la(s) sustitucién(ones) con: S en una posicion que corresponde a la posicién 211; D en
una posicién que corresponde a la posicion 214; A en una posicién que corresponde a la posicién 214; S en una
posicion que corresponde a la posicion 214; R en una posicién que corresponde a la posicion 216; K en una posicién
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que corresponde a la posicion 216; A en una posicion que corresponde a la posiciéon 216; S en una posicién que
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0 E en una posicién que corresponde a la posicidon 424, con referencia a las

posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.

Por ejemplo, entre los polipéptidos de FX modificados o los polipéptidos de FX modificados aislados descritos en el
presente documento, incluyendo cualquiera descrito anteriormente, estan los polipéptidos de FX que contienen
una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s): S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196, S en una posicién
que corresponde a la posicién 211 y H en una posicién que corresponde a la posicion 219; S en una posicién que
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424, con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134, o la misma sustitucién de aminoacido en un resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX
sin modificar, o la(s) misma(s) sustitucién(ones) en un resto de aminoéacido correspondiente en el polipéptido de FX
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En cualquiera de los polipéptidos de FX modificados o los polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados
en el presente documento, incluyendo cualquiera descrito anteriormente, el polipéptido de FX modificado puede
contener una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) que altera(n) la glicosilacion mediante la introduccion de un sitio
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de glicosilacion no nativo. Por ejemplo, el sitio de glicosilacion no nativo puede introducirse mediante la(s)
sustitucién(ones) de aminoacido(s) con: N en una posicion que corresponde a la posicion 51; N en una posicién que
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a la posiciéon 428 y S en una posicidon que corresponde a la posicion 430; o N en una posicion que
a la posicion 429 y S en una posicién que corresponde a la posicién 431, con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoécido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.

Por ejemplo, entre los polipéptidos de FX modificados o los polipéptidos de FX modificados aislados descritos en el
presente documento, incluyendo cualquiera descrito anteriormente, estan los polipéptidos de FX que contienen
una(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) con: S en una posicidon que corresponde a la posicion 196 y N en una
posicion que corresponde a la posiciéon 51; S en una posicién que corresponde a la posicién 196, N en una posicién
que corresponde a la posicion 56 y S en una posicidon que corresponde a la posicion 58; S en una posiciéon que
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a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 58 y S en
a la posicion 60; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciébn 62 y S en una posicion que corresponde a la posicion 64; S en
a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 65 y S en
a la posicion 67; S en una posicién que corresponde a la posicion 196 y N en
a la posicion 67; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posicién 73 y S en una posicion que corresponde a la posicién 75; S en
a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 75y S en
a la posicién 77; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciébn 77 y S en una posicion que corresponde a la posicion 79; S en
a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 78 y S en
a la posicion 80; S en una posicidbn que corresponde a la posiciéon 196 y S en
a la posicion 82; S en una posicién que corresponde a la posicion 196 y N en
a la posicién 83; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posicién 82 y S en una posicion que corresponde a la posicién 84; S en
a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 85y S en
a la posicion 87; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciébn 86 y S en una posicion que corresponde a la posicion 88; S en
a la posicion 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 95 y S en
a la posicion 97; S en una posicién que corresponde a la posicion 196 y N en
a la posiciéon 114; S en una posicion que corresponde a la posicién 196, N en
a la posiciéon 114, S en una posicion que corresponde a la posicién 211 y H en
a la posicion 219; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciéon 119 y S en una posicion que corresponde a la posicion 121; S en
a la posicion 196, N en una posiciéon que corresponde a la posicion 114, N en
a la posiciéon 119 y S en una posicion que corresponde a la posicion 121; S en
a la posiciéon 196, N en una posicidon que corresponde a la posicion 114, N en
a la posiciéon 119, S en una posicidon que corresponde a la posicion 121, S en
a la posicién 211 y H en una posicion que corresponde a la posicion 219; S en
a la posiciéon 196, N en una posicién que corresponde a la posiciéon 119, S en
a la posiciéon 121, S en una posicion que corresponde a la posicion 211 y H en
a la posiciéon 219; S en una posicion que corresponde a la posicion 196 y S en
a la posicion 122; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciéon 215 y S en una posicion que corresponde a la posicion 217; S en
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a la posicién 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 243 y S en

a la posicién

245; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en

a la posicién 264 y S en una posicién que corresponde a la posicién 266; S en

a la posicién

196, N en una posicidon que corresponde a la posicion 119, S en

a la posiciéon 121, N en una posicion que corresponde a la posicion 264 y S en

a la posicion
a la posicion

266; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, S en
211, H en una posicion que corresponde a la posicion 219, N en

a la posiciéon 264 y S en una posicion que corresponde a la posicion 266; S en

a la posicién
a la posicién

196, N en una posicidon que corresponde a la posicion 119, S en
121, S en una posicién que corresponde a la posicién 211, H en

a la posicién 219, N en una posicion que corresponde a la posicién 264 y S en

a la posicién

266; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en

a la posiciéon 114, N en una posicion que corresponde a la posicion 264 y S en

a la posicion
a la posicion

266; S en una posicién que corresponde a la posicion 196, N en
114, S en una posicidon que corresponde a la posicién 211, H en

a la posiciéon 219, N en una posicion que corresponde a la posicion 264 y S en

a la posicién

266; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en

a la posicién 264, S en una posicidon que corresponde a la posiciéon 266 y N en

a la posicién

388; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en

a la posicién 293 y S en una posicién que corresponde a la posicién 295; S en
a la posiciéon 196 y N en una posicion que corresponde a la posiciéon 388; S en

a la posicion

196, N en una posicion que corresponde a la posicion 119, S en

a la posiciéon 121 y N en una posicion que corresponde a la posiciéon 388; S en

a la posicion

196, N en una posicion que corresponde a la posicion 114, S en

a la posiciéon 211, H en una posicién que corresponde a la posicion 219 y N en

a la posicién
a la posicion

388; S en una posicidn que corresponde a la posicion 196, S en
211, H en una posicidn que corresponde a la posicion 219, N en

a la posicién 264, S en una posicidon que corresponde a la posiciéon 266 y N en

a la posicién
a la posicion

388; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
119, S en una posicién que corresponde a la posicion 121, S en
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a la posiciéon 211, H en una posicién que corresponde a la posicion 219 y N en
a la posicion 388; S en una posicion que corresponde a la posicion 196, N en
a la posiciéon 389 y S en una posicion que corresponde a la posicion 391; S en
a la posicién 196, N en una posicion que corresponde a la posicion 428 y S en una posicién que
corresponde a la posicion 430; o S en una posicidn que corresponde a la posicion 196, N en una posicion que
corresponde a la posicion 429 y S en una posicién que corresponde a la posicion 431, con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.

En un ejemplo, se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificados o polipéptidos de FX
modificados aislados que contienen una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID
NOS: 137-157, 169, 205-208, 214-243 y 246-265, o0 una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 %
de identidad de la secuencia con cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se muestran en cualquiera de las
SEQ ID NOS: 137-157, 169, 205-208, 214-243 y 246-265 y que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s).
En otro ejemplo, se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificado o polipéptidos de FX
modificados aislados que contienen una secuencia de aminoacidos que contiene una cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 169, 205-208,
214-243 y 246-265, o una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia
con cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se muestran como los restos 1-139 y una cadena pesada que
tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-
157, 169, 205-208, 214-243 y 246-265 y que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s). En un ejemplo
adicional, se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificado o polipéptidos de FX modificados
aislados que contienen una secuencia de aminoacidos que contiene una cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
gue se muestra como los restos 195-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 169, 205-208, 214-243 y 246-
265, o una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con cualquiera
de las secuencias de aminoacidos que se muestran como los restos 1-139 y una cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157,
169, 205-208, 214-243 y 246-265 y que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoéacido(s). En un Ejemplo adicional,
Se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificados o polipéptidos de FX modificados aislados
que contienen una forma cataliticamente activa de cualquiera de las anteriores formas que incluye la(s)
modificacion(ones) y presenta actividad catalitica.

Se describen en el presente documento polipéptidos de Factor X modificados (FX) que contiene una sustitucion de
aminoacido en un polipéptido de FX sin modificar en un resto de aminoacido nativo que es 198, 202, 211,214, 217,
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219, 327 y/o 338 con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o un resto
que corresponde a un resto de aminoacido 198, 202, 211,214, 217, 219, 327 y/o 338, por lo cual, el polipéptido de
FX modificado presenta una actividad catalitica dependiente de FVa. En dichos ejemplos, los restos de aminoacidos
correspondientes se identifican por la alineacidon del polipéptido de FX sin modificar con el polipéptido que se
muestra en la SEQ ID NO:134, por ejemplo, como se ilustra en la Figura 3. el polipéptido de FX sin modificar tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:134 o es la forma zimdgena, activa o cataliticamente
activa del mismo, o tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75% de identidad de la secuencia
con la SEQ ID NO:134 o un zimdgeno, la forma activa o cataliticamente activa del mismo. En un ejemplo, el
polipéptido de FX sin modificar puede ser un polipéptido de FX zimdgeno que tiene una cadena ligera que contiene
la secuencia de aminoéacidos que se muestra en los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134, o una
secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con el polipéptido de FX
zimdgeno que tiene una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-
139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como
los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134. En otro ejemplo, el polipéptido de FX sin modificar puede ser un
polipéptido de FX (FXa) activo que tiene una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra en los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoacidos
gue se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134, o una secuencia de aminoacidos que presenta al
menos un 75 % de identidad de la secuencia con el polipéptido de FXa que tiene una cadena ligera que contiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134. En un
ejemplo adicional, el polipéptido de FXa sin modificar es una forma cataliticamente activa del FXa activo descrito
anteriormente. Cualquiera de los polipéptidos de FX sin modificar puede tener al menos un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de la secuencia con la
SEQ ID NO:134 o el zimégeno, la forma activa o cataliticamente activa del mismo. Dichos polipéptidos de FX
modificados pueden aislarse o purificarse sustancialmente.

Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento contienen una(s)
sustitucién(ones) de aminoacido(s) con: S en una posicidn que corresponde a la posicion 202; S en una posicion que
corresponde a la posicion 211; D en una posicion que corresponde a la posicion 214; A en una posicién que
corresponde a la posicion 214; S en una posicion que corresponde a la posicion 214; S en una posicién que
corresponde a la posicion 217; H en una posicion que corresponde a la posicion 219; A en una posicién que
corresponde a la posicion 327; L en una posicién que corresponde a la posicion 327; A en una posicién que
corresponde a la posicién 338; S en una posicidon que corresponde a la posicion 338; N en una posicion que
corresponde a la posicién 338; R en una posicidbn que corresponde a la posicién 338; V en una posicion que
corresponde a la posiciéon 338; Y en una posicion que corresponde a la posicién 338 y M en una posicién que
corresponde a la posicién 338, con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134, o la(s) misma(s) sustitucién(ones) en un resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin
modificar.

En ejemplos concretos de los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento, el polipéptido de
FX modificado contiene sustituciones de aminoacidos con S en una posicién que corresponde a la posicion 211y H
en una posicion que corresponde a la posicion 219, con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran
en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucién(ones) en un resto de aminoacido correspondiente en el
polipéptido de FX sin modificar. Por ejemplo, Los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente
documento incluyen todos aquellos que contienen una(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) con: S en una posicién
que corresponde a la posicién 196, S en una posicidn que corresponde a la posicién 211 y H en una posicion que
corresponde a la posicion 219; A en una posicion que corresponde a la posicion 197, S en una posicién que
corresponde a la posicién 214 y H en una posicién que corresponde a la posicion 219; o L en una posicién que
corresponde a la posicién 195, S en una posicién que corresponde a la posicion 211 y H en una posicién que
corresponde a la posicién 219, con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin
modificar.

En otros ejemplos de los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento, el polipéptido de FX
modificado contiene una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) con A en una posicién que corresponde a la posicion
327 y H en una posicion que corresponde a la posicion 338; o una(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) con L en
una posicion que corresponde a la posicion 327 y M en una posicion que corresponde a la posicion 338, cada una
con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o las mismas sustituciones
en un resto de aminoéacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar. Por ejemplo, se describen en el
presente documento polipéptidos de FX modificados que contienen una(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) con V
en una posicion que corresponde a la posicién 200, L en una posicion que corresponde a la posiciéon 327 y M en una
posicion que corresponde a la posicion 338; o la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) con V en una posicion que
corresponde a la posicion 200, L en una posicién que corresponde a la posicion 327, A en una posicién que
corresponde a la posicién 334 y M en una posicién que corresponde a la posicién 338.
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Se describen en el presente documento polipéptidos de Factor X modificados (FX) que contienen una sustitucion de
aminoéacido en un polipéptido de FX sin modificar que es S en una posicién que corresponde a la posicién 197; A en
una posicién que corresponde a la posicion 200; V en una posicion que corresponde a la posiciéon 200; S en una
posicion que corresponde a la posicion 326; T en una posicién que corresponde a la posicién 326; V en una posicion
que corresponde a la posiciéon 326; N en una posicion que corresponde a la posicion 326, M en una posicion que

corresponde a la posicion 326; K en una posicion que corresponde a la posicion 326; Y en una posicién que
corresponde a la posiciéon 326; A en una posicién que corresponde a la posicion 327; L en una posicién que
corresponde a la posicion 327; A en una posicion que corresponde a la posicion 334; T en una posicion que
corresponde a la posicién 334; N en una posicidn que corresponde a la posicién 334; E en una posicion que
corresponde a la posicion 336; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 338; S en una posicion que
corresponde a la posicién 338; N en una posicién que corresponde a la posicion 338; R en una posicion que
corresponde a la posicion 338; V en una posicién que corresponde a la posiciéon 338; Y en una posicion que

corresponde a la posicién 338; y/o M en una posicién que corresponde a la posicién 338, cada una con referencia a
las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o las mismas sustituciones en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar, por lo cual, el polipéptido de FX modificado
presenta una actividad catalitica dependiente de FVa. En dichos ejemplos, los restos de aminoéacidos
correspondientes se identifican por la alineaciéon del polipéptido de FX sin modificar con el polipéptido que se
muestra en la SEQ ID NO:134, por ejemplo, como se ilustra en la Figura 3. el polipéptido de FX sin modificar tiene la
secuencia de aminoéacidos que se muestra en la SEQ ID NO:134 o es la forma zimdgena, activa o cataliticamente
activa del mismo, o tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75% de identidad de la secuencia
con la SEQ ID NO:134 o una forma zimégena. activa o cataliticamente activa del mismo. En un ejemplo, el
polipéptido de FX sin modificar puede ser un polipéptido de FX zimégeno que tiene una cadena ligera que contiene
la secuencia de aminoacidos que se muestra en los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134, o una
secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con el polipéptido de FX
zimdgeno que tiene una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-
139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como
los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134. En otro ejemplo, el polipéptido de FX sin modificar puede ser un
polipéptido de FX (FXa) activo que tiene una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra en los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoacidos
que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134, o una secuencia de aminoacidos que presenta al
menos un 75 % de identidad de la secuencia con el polipéptido de FXa que tiene una cadena ligera que contiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoéacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134. En un
ejemplo adicional, el polipéptido de FXa sin modificar es una forma cataliticamente activa para el FXa activo descrito
anteriormente. Cualquiera de los polipéptidos de FX sin modificar puede tener al menos un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de la secuencia con la
SEQ ID NO:134 o el zimégeno, la forma activa o cataliticamente activa del mismo. Dichos polipéptidos de FX
modificados pueden aislarse o purificarse sustancialmente.

En otros ejemplos de los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento, el polipéptido de FX
modificado puede contener también una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) en una posicién que corresponde a la
posicion 196, | en una posicion que corresponde a la posicién 196; L en una posicién que corresponde a la posicion
196; T en una posicién que corresponde a la posicion 196; A en una posicion que corresponde a la posicién 326 y/ Q
en una posicion que corresponde a la posicién 326.

Los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento, incluyendo cualquiera que presente
actividad catalitica dependiente de FVa, pueden contener una(s) sustitucion(ones) de aminoéacido(s) que altera(n) la
glicosilacion mediante la introduccién de un sitio de glicosilacion no nativo. Por ejemplo, el sitio de glicosilacién no
nativo puede introducirse mediante la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) con: N en una posicion que corresponde
a la posicién 51; N en una posicidon que corresponde a la posicién 56 y S en una posicidn que corresponde a la
posicion 58; N en una posicion que corresponde a la posiciéon 62 y S en una posicién que corresponde a la posicion
64; N en una posicion que corresponde a la posicion 65 y S en una posicién que corresponde a la posicién 67; N en
una posicién que corresponde a la posicién 67; N en una posicion que corresponde a la posicion 73 y S en una
posicion que corresponde a la posiciéon 75; N en una posicion que corresponde a la posicion 75 y S en una posicién
que corresponde a la posicién 77; N en una posicion que corresponde a la posicion 77 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 79; N en una posicion que corresponde a la posiciébn 78 y S en una posicién que
corresponde a la posicion 80; S en una posicion que corresponde a la posicion 82; N en una posicion que
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la posicion 119 y S en una posicién que corresponde a la posicion 121; S en
corresponde a la posicion 122; N en una posicién que corresponde a la posicion 215y S en
corresponde a la posicion 217; N en una posicién que corresponde a la posicion 243 y S en
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corresponde
corresponde
corresponde
corresponde

a la posicién 245; N en una posicion que corresponde a la posicion 264 y S en una posicién que
a la posicién 266; N en una posicion que corresponde a la posiciéon 293 y S en una posicién que
a la posiciéon 295; N en una posicion que corresponde a la posicion 388; N en una posicidon que
a la posicién 389 y S en una posicidon que corresponde a la posicion 391; N en una posicién que
corresponde a la posicion 428 y S en una posicion que corresponde a la posicién 430; o N en una posicién que
corresponde a la posicion 429 y S en una posicidn que corresponde a la posicion 431, con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.

Por ejemplo, se describen en el presente documento los polipéptidos de FX que contienen una(s) sustitucién(ones)
de aminoacido(s) con: N en una posicién que corresponde a la posicién 119, S en una posicién que corresponde a la
posicion 121, S en una posicion que corresponde a la posicién 196, S en una posicion que corresponde a la posicion
211 y H en una posicién que corresponde a la posicién 219; N en una posicion que corresponde a la posicion 114, S
en una posicién que corresponde a la posicién 196, S en una posicion que corresponde a la posicién 211 y H en una
posicion que corresponde a la posicion 219; N en una posicién que corresponde a la posicion 114, N en una posicién
que corresponde a la posicion 119, S en una posicidon que corresponde a la posiciéon 121, S en una posicion que
corresponde a la posicién 196, S en una posicién que corresponde a la posicion 211 y H en una posicién que
corresponde a la posicion 219; S en una posicién que corresponde a la posicion 196, S en una posicion que
corresponde a la posicién 211, H en una posicién que corresponde a la posicion 219, N en una posiciéon que
corresponde a la posicién 264 y S en una posicién que corresponde a la posiciéon 266; N en una posicién que
corresponde a la posicion 119, S en una posicion que corresponde a la posicion 121, S en una posicién que
corresponde a la posicion 196, S en una posicion que corresponde a la posicion 211, H en una posicién que
corresponde a la posicion 219, N en una posicién que corresponde a la posicion 264 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 266; N en una posicion que corresponde a la posicion 114, S en una posicién que
corresponde a la posicion 196, S en una posicion que corresponde a la posicion 211, H en una posicién que
corresponde a la posicién 219, N en una posicion que corresponde a la posiciéon 264 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 266; N en una posicidon que corresponde a la posicién 119, S en una posicion que
corresponde a la posicion 121, S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196, S en una posicion que
corresponde a la posicién 211, H en una posicién que corresponde a la posicion 219 y N en una posicién que
corresponde a la posicion 388; N en una posicion que corresponde a la posicion 114, S en una posicién que
corresponde a la posicion 196, S en una posicion que corresponde a la posicion 211, H en una posicién que
corresponde a la posicion 219 y N en una posicion que corresponde a la posicion 388; o S en una posicién que
corresponde a la posicion 196, S en una posicion que corresponde a la posicion 211, H en una posicién que
corresponde a la posicién 219, N en una posicién que corresponde a la posicién 264, S en una posicion que
corresponde a la posicion 266 y N en una posicion que corresponde a la posicion 388.

Se describen en el presente documento polipéptidos de FX modificados que contienen una(s) sustituciéon(ones) de
aminoacido(s) que altera(n) la glicosilacion mediante la introduccion de un sitio de glicosilaciébn no nativo,
manteniendo a la vez o presentando actividad catalitica dependiente de FVa. Por ejemplo, se proporcionan en el
presente documento polipéptidos de FX modificados que contienen un sitio de glicosilacion no nativo que se
introduce mediante la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) con: N en una posicién que corresponde a la posicién
51; N en una posicion que corresponde a la posicion 56 y S en una posicién que corresponde a la posicién 58; N en
una posicién que corresponde a la posicion 62 y S en una posicidon que corresponde a la posicién 64; N en una
posicion que corresponde a la posiciéon 65 y S en una posicidn que corresponde a la posicion 67; N en una posicion
que corresponde a la posicién 67; N en una posicién que corresponde a la posicion 73 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 75; N en una posicién que corresponde a la posicién 75 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 77; N en una posicién que corresponde a la posicién 77 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 79; N en una posicién que corresponde a la posicién 78 y S en una posicién que
corresponde a la posicion 80; S en una posicion que corresponde a la posicion 82; N en una posicion que
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a la posiciéon 119 y S en una posicion que corresponde a la posicion 121; S en
corresponde a la posicion 122; N en una posicién que corresponde a la posicion 215y S en
corresponde a la posicion 217; N en una posicién que corresponde a la posicion 243 y S en
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que
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corresponde a la posicion 428 y S en una posicion que corresponde a la posicion 430; o N en una posicion que
corresponde a la posicion 429 y S en una posicion que corresponde a la posicion 431, con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.
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Entre los polipéptidos de FX modificados, que incluyen cualesquiera formas aisladas o sustancialmente purificadas,
las descritas en el presente documento incluyen aquellas que contienen solo una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, o veinte
sustituciones de aminoacidos. En un ejemplo, se describe en el presente documento un polipéptido de FX
modificado que tiene una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 164, 173,
174, 176, 177, 179-181, 183-190,192-203, 205-209, 213, 259-261 y 263-265 0 una secuencia de aminoacidos que
presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se
muestran en cualquiera de las SEQ ID NOS: 164, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209, 213,
259-261 y 263-265 y que contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoéacido(s). En otro ejemplo, se describe en el
presente documento un polipéptido de FX modificado que tiene una secuencia de aminoacidos que contiene una
cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 y una cadena pesada
gue tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS:
164, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209, 213, 259-261 y 263-265, o una secuencia de
aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad la secuencia con cualquiera de las secuencias de
aminoacidos que contienen una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los
restos 1-139 y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448
de cualquiera de las SEQ ID NOS: 164, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209, 213, 259-261 y
263-265 y que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s). En un ejemplo adicional, se describe en el presente
documento un polipéptido de FX modificado que tiene una secuencia de aminoacidos que contiene una cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 y una cadena pesada que tiene
la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 164, 173,
174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209, 213, 259-261 y 263-265, 0 una secuencia de aminoacidos que
presenta al menos un 75 % de identidad la secuencia con cualquiera de las secuencias de aminoacidos que
contienen una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 y una
cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de cualquiera de las
SEQ ID NOS: 164, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209, 213, 259-261 y 263-265 y que contiene
la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s). En un Ejemplo adicional, Se describe en el presente documento un
polipéptido de FX modificado que es una forma cataliticamente activa de cualquiera de los anteriores polipéptidos y
que incluye la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) y presenta actividad catalitica.

En cualquiera de los ejemplos proporcionados en el presente documento, los polipéptidos de FX modificados de
acuerdo con las presentes reivindicaciones incluyen aquellos que, cuando estan en una forma FXa o un fragmento
cataliticamente activo de la misma, presenta una dependencia del cofactor de FVa aumentada en comparacion con
el mismo polipéptido de FXa, pero que no contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s). la dependencia del
cofactor estd aumentada al menos 50 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces,
700 veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1200 veces o 1500 veces.

En cualquiera de los ejemplos en el presente documento, los polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que,
cuando estan en la forma activa de FX (FXa) o uno de sus fragmentos cataliticamente activos, presentan una
resistencia aumentada a un inhibidor, tal como antitrombina Il (AT-lll) o TFPI, en comparacion con el mismo
polipéptido de FXa, pero que no contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s). La resistencia al inhibidor esta
aumentada al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces,
500 veces, 600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 2500 veces, 3000
veces, 3500 veces, 4000 veces, 4500 veces, 5000 veces, 5500 veces o 6000 veces.

En cualquiera de los ejemplos en el presente documento, los polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que,
cuando estan en la forma activa de FX (FXa) o uno de sus fragmentos cataliticamente activos, presenta al menos un
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %,
180 %, 190 % o mas actividad catalitica de la misma FXa, pero que no contiene la(s) sustitucion(ones) de
aminoacido(s). En un ejemplo, la actividad catalitica esta en presencia de FVa. En otro ejemplo, la actividad
catalitica esta en ausencia de FVa.

En cualquiera de los polipéptidos de FX modificados o los polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados
en el presente documento, el polipéptido de FX modificado puede contener ademdas una sustitucion con leucina (L)
en una posicion que corresponde a la posicién 195 con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran
en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) en un resto de aminoacido
correspondiente en el polipéptido de FX sin modificar.

En cualquiera de los polipéptidos de FX modificados o los polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados
en el presente documento, el polipéptido modificado puede ser un polipéptido humano o puede ser un polipéptido no
humano. En algunos ejemplos, el polipéptido de FX modificado es un polipéptido zimégeno. En otros ejemplos, el
polipéptido de FX modificado esta activo o esta activado, por ejemplo, el polipéptido de FX modificado carece o no
contiene un péptido de activacién en la cadena pesada. En dichos ejemplos, la activacion puede efectuarse
mediante escision proteolitica por los complejos TF/FVlla o FVllla/FIXa tenasa o el activador FX del veneno de
vibora de Russell. En algunos ejemplos, el polipéptido de FX modificado es un polipéptido bicatenario. En otros
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ejemplos, el polipéptido de FX modificado es un polipéptido monocatenario.

En los ejemplos de polipéptidos de FX modificados o de polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados en
el presente documento, solo la secuencia primaria esta modificada. En otros ejemplos de cualesquiera polipéptidos
de FX modificados o polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados en el presente documento, el
polipéptido puede contener ademas una modificacién quimica o una modificacion posterior a la traduccion. Por
ejemplo, el polipéptido de FX modificado esta glicosilado, carboxilado, hidroxilado, sulfatado, fosforilado, albuminado,
0 conjugado a un resto de polietilenglicol (PEG). En ejemplos adicionales de polipéptidos de FX modificados o los
polipéptidos de FX modificados aislados proporcionados en el presente documento, el polipéptido es una proteina
quimérica o de fusion.

Se proporcionan en el presente documento moléculas de acido nucleico que contienen una secuencia de nucleétidos
que codifica cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluyendo
cualquiera descrito anteriormente o en otra parte en el presente documento. Se proporcionan también vectores que
contienen dichas moléculas de acido nucleico. El vector puede ser un vector procariota, un vector virico, o un vector
eucariota. El vector puede ser un vector de mamifero. En los ejemplos donde el vector es un vector virico este puede
ser un adenovirus, un virus adenoasociado, un retrovirus, un virus del herpes, un lentivirus, un virus de la viruela, o
un vector de citomegalovirus.

Se proporcionan también en el presente documento células aisladas que contienen cualquiera de las anteriores
moléculas o vectores de acido nucleico. La célula puede ser una célula eucariota, por ejemplo, una célula de
mamifero. Las células de mamifero pueden ser células de rifién de crias de e hamster (BHK-21) o células 293 o
células CHO. La célula puede expresar el polipéptido de FX modificado. Por lo tanto, se proporcionan también en el
presente documento polipéptidos de FX modificados que son producidos por células proporcionadas en el presente
documento.

Se proporcionan en el presente documento composiciones farmacéuticas que contienen cualquiera de los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, los acidos nucleicos proporcionados en el
presente documento o los vectores proporcionados en el presente documento en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. La composicion farmacéutica puede formularse para la administracion local, sistémica o tépica. Por
ejemplo, la formulaciéon se formula para la administracion oral, nasal, pulmonar bucal, transdérmica, subcutanea,
intraduodenal, entérica, parenteral, intravenosa, o intramuscular. En algunos ejemplos, la composicién farmacéutica
puede ser una composicion formulada para la liberacion controlada. En otros ejemplos, las composiciones se
formulan para una administracién monodosis. Las composiciones proporcionadas en el presente documento incluyen
cualquiera en la que el polipéptido de FX modificado contiene sustituciones de aminoacidos, es decir, un FXa activo
y no comprende el polipéptido de activacion. Las composiciones pueden ser una composicion farmacéutica.

Se describen en el presente documento métodos para generar un polipéptido de Factor X activo modificado (FXa) a)
proporcionando una composicion que contiene un zimégeno de FX que contiene una cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos 1-139 que se muestra en la SEQ ID NO:134, o una secuencia de aminoacidos que
presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con la secuencia de aminoacidos 1-139 de cualquiera de
las SEQ ID NOS:134 y que contiene la(s) sustitucidon(ones) de aminoacidos 143-448 de las SEQ ID NOS: 136-265, o
una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 % de identidad de la secuencia con las secuencia de
aminoacidos 143-448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 136-265 y que contiene la(s) sustitucion(ones) de
aminoacido(s) en comparacién con un polipéptido de FX sin modificar; y b) eliminar el péptido de activacion por el
polipéptido mediante la activacion por escision del zimégeno, generando por tanto un polipéptido de FXa modificado.
El zimégeno de FX utilizado en los métodos incluye zimégenos de FX modificados que se producen mediante la
expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 4-133
0 136-265 y 417-546, o un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 75 % de identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 4-133 0 136-265 y 417-546
y que contiene una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) en comparacién con un polipéptido de FX sin modificar. En
los métodos descritos en el presente documento, la activacion por escision mediante la eliminacion del péptido de
activacion puede efectuarse in vivo o in vitro. Por ejemplo, la activaciéon por escision puede efectuarse mediante un
activador seleccionado entre los complejos TF/FVlla o FVIlla/FIXa tenasa o el activador FX de Russell del veneno de
vibora. Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir una etapa de eliminacion del activador de la
composiciéon. Los métodos en el presente documento también pueden incluir una etapa de eliminar el péptido de
activacion de la composicion.

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FXa modificados o polipéptidos de FX modificados para
Su uso en un método para tratar una enfermedad o dolencia que es un trastorno hemorragico administrando a un
sujeto cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento o cualquiera de
las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento. El polipéptido de FX modificado
utilizado en el método puede ser un zimégeno, FXa o porcién cataliticamente activa del mismo que contiene la(s)
sustitucién(ones) de aminoéacido(s). En los métodos en el presente documento, el tratamiento con el polipéptido o la
composicién farmacéutica mejora o alivia los sintomas asociados con la enfermedad o dolencia. Los métodos
descritos en el presente documento incluyen también controlar al sujeto para los cambios en los sintomas asociados
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con el trastorno hemorragico.

En cualquiera de los ejemplos en el presente documento de polipéptidos de FXa modificados o polipéptidos de FX
modificados para su uso en los métodos para tratar un trastorno hemorragico, el método puede incluir también
administrar uno o mas factores de coagulacion adicionales. Por ejemplo, el uno o méas factores de coagulacién
adicionales pueden ser factores de coagulacién purificados en plasma o recombinantes, procoagulantes, tales como
vitamina K, derivados de la vitamina K e inhibidores de la proteina C, plasma, plaquetas, glébulos rojos de la sangre
o0 corticoesteroides.

Se proporcionan en el presente documento usos médicos de cualquiera de los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento. En un ejemplo, se proporcionan en el presente documento cualquiera de
los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento para su uso en el tratamiento de un
trastorno hemorragico. En otro ejemplo, se describen en el presente documento los usos de una composicion
farmacéutica que contiene cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente
documento en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno hemorragico. En los usos
médicos proporcionados en el presente documento, el polipéptido de FX es un zimégeno, FXa o una forma
cataliticamente activa del mismo que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoéacido(s).

En cualquiera de los polipéptidos para su uso para el tratamiento de un trastorno hemorragico proporcionado en el
presente documento, el trastorno hemorragico es un trastorno hemorragico congénito o un trastorno hemorragico
adquirido. Por ejemplo, el trastorno hemorragico puede ser un trastorno debido a una deficiencia de un factor de
coagulacién, un trastorno debido a la presencia de inhibidores adquiridos de un factor de coagulacion, un trastorno
hematoldgico, un trastorno hemorragico, una enfermedad de Von Willebrand, un trastorno que es el resultado de una
terapia anticoagulante con un antagonista de la vitamina K, trastornos plaquetarios hereditarios, deficiencia de
vitamina K epoxido reductasa C1, deficiencia de gamma-carboxilasa, hemorragia asociada con trauma, lesion,
trombosis, trombocitopenia, ictus, coagulopatia, coagulacién intravascular diseminada (DIC), sindrome de Bernard
Soulier, tromblastemia de Glanzman o deficiencia de almacenamiento del combinado plaquetario. En los ejemplos
donde el trastorno hemorragico es debido a una deficiencia de un factor de coagulacién o debida a la presencia de
inhibidores adquiridos de un factor de coagulacion, el factor de coagulacién es el factor VI, factor IX, factor X, factor
Xl, factor V, factor XIlI, factor Il o factor de von Willebrand. En los ejemplos donde el trastorno hemorragico es debido
a una deficiencia de un factor de coagulacion, el factor de coagulacion puede ser el factor VII, factor VIII, factor IX,
factor XI. Por ejemplo, el trastorno hemorragico es hemofilia A, hemofilia B o hemofilia C.

En los ejemplos de polipéptidos para su uso para tratar un trastorno hemorragico proporcionado en el presente
documento, donde el trastorno hemorragico es debido a una deficiencia de un factor de coagulacion, el trastorno es
una deficiencia del factor de coagulacion mdltiple familiar (FMFD). En los ejemplos en el presente documento donde
el trastorno hemorragico es debido a la presencia de inhibidores adquiridos de un factor de coagulacion, el factor de
coagulacion es el factor VII, factor VI, factor IX, factor X, factor Xl, y factor Xll. En dichos ejemplos, los inhibidores
adquiridos son autoanticuerpos. Por ejemplo, el trastorno hemorragico es hemofilia adquirida. En los ejemplos de
usos o polipéptidos para su uso proporcionados en el presente documento donde el trastorno hemorragico es un
trastorno plaquetario hereditario este puede ser un sindrome de Chediak-Higashi, sindromes de Hermansky-Pudlak,
disfuncion del tromboxano A2, tromblastemia de Glanzmann, y sindrome de Bernard-Soulier. En otros ejemplos en el
presente documento, donde el trastorno es el resultado de una terapia anticoagulante con un antagonista de la
vitamina K, el antagonista de la vitamina K puede ser heparina, un pentasacarido, warfarina, antitrombéticos de
molécula pequefia e inhibidores de FXa.

En otros ejemplos de los polipéptidos para su uso para el tratamiento de un trastorno hemorragico proporcionado en
el presente documento, el trastorno es trombosis, trombocitopenia, ictus y coagulopatia. en otros ejemplos, el
trastorno hemorragico es el resultado de un trauma, cirugia o una herida. En dichos ejemplos, por ejemplo, la
hemorragia se manifiesta como hemartrosis aguda, artropatia hemofilica crénica, hematomas, hematuria,
hemorragias del sistema nervioso central, hemorragias gastrointestinales, o hemorragia cerebral. En otros ejemplos,
la hemorragia es debida a la extraccién dental. En otros ejemplos en el presente documento, donde el trastorno
hemorragico es debido a cirugia, la cirugia es cirugia cardiaca, angioplastia, cirugia pulmonar, cirugia abdominal,
cirugia espinal, cirugia cerebral, cirugia vascular, cirugia dental, o cirugia de trasplante de 6rganos. Por ejemplo, la
cirugia es cirugia de trasplante, mediante el trasplante de médula 6sea, corazén, pulmon, pancreas, o higado.

En cualquiera de los ejemplos en el presente documento de los polipéptidos para su uso para el tratamiento de un
trastorno hemorragico proporcionado en el presente documento, el polipéptido de FX modificado puede presentar
semivida aumentada en comparacién con el polipéptido de FX sin modificar. Por ejemplo, la semivida aumentada se
efectla por una resistencia aumentada a AT-Ill o por una hiperglicosilacién debida a la glicosilacion de los sitios de
glicosilacion no nativos introducidos.

Se describe en el presente documento un articulo de fabricacion que contiene un material de envase y cualquiera de
las composiciones farmacéuticas que contienen cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en
el presente documento contenidos en el material de envase. En los ejemplos del articulo de fabricacion descrito en el
presente documento, el polipéptido de FX modificado es eficaz para el tratamiento de un trastorno hemorragico, y el
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material de envase incluye una marca que indica el polipéptido de FX modificado se usa para el tratamiento de un
trastorno hemorragico. Se describe también en el presente documento un kit, que contiene cualquiera de las
composiciones farmacéuticas del presente documento, un dispositivo para la administracion de la composicion vy,
opcionalmente, instrucciones para la administracion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion grafica estructural de una forma zimégena del Factor X que contiene una cadena
ligera y una cadena pesada unidas mediante un enlace disulfuro (adaptado de Venkateswarlu et al., Biophysical
Journal 82:1190-1206 (2002)). Estan resaltados los restos de aminoécidos dirigidos para la mutagénesis.

Con referencia al zimégeno humano maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134, la cadena ligera tiene 130
aminoacidos (que corresponden a los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134) y la cadena pesada tiene 306 aminoacidos
(que corresponden a los restos 143-448 de la SEQ ID NO: 134). La cadena ligera contiene acido un dominio rico en
acido y-carboxiglutamico (GLA) (que corresponde a los restos 1-39 de la SEQ ID NO: 134), seguido por un
apilamiento pequefio hidréfobo (que corresponde a los restos 40-45 de la SEQ ID NO:134) y dos dominio analogos
al factor de crecimiento epidérmico (EGF): EGF1 (que corresponde a los aminoacidos 46-84 de la SEQ ID NO:134) y
EGF2 (que corresponde a los aminoacidos 85-128 de la SEQ ID NO:134). La cadena pesada contiene una
activacion de 52 restos de aminodacidos en el extremo amino de la cadena pesada. La cadena pesada contiene
también el dominio catalitico que comienza con el resto que corresponde a lle 195 de la SEQ ID NO:134. Las
cadenas ligera y pesada de FX permanecen unidas por un enlace disulfuro entre Cys 132 (de la cadena ligera) y Cys
302 (de la cadena pesada) con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO: 134.

La forma del Factor X activo (FXa) contiene las caracteristicas estructurales de la forma zimoégena del Factor X,
excepto que la porcién de la cadena pesada carece del péptido de activacion y contiene por tanto solo el dominio
catalitico (denominado también el dominio de la serina proteasa analogo a quimotripsina; que corresponde a los
restos 195-448 de la SEQ ID NO:134) que comienza en el extremo N nuevo que corresponde a los restos hidr6fobos
11e195-G198 en el Factor X maduro que se muestra en la SEQ ID NO: 134. La conformacién de FXa difiere también
del zimoégeno de FX debido a la formacion de un puente salino entre el grupo a-NH2 de lle 195 y Asp378 en el
interior del dominio catalitico que corresponde a los restos que se muestran en la SEQ ID NO:134. La formacién del
puente salino se asocia con numerosos cambios en la estructura del dominio catalitico que incluyen redisposiciones
de los dominios de activacion, la formacion del orificio oxianiénico requerido para la catalisis y la formacion de un
sitio de union a sustrato (S1-S4). Se exponen también los restos en regiones de exositios que contribuyen a una
especificidad extendida del sustrato. Los restos cataliticos His236, Asp282, y Ser379 constituyen la triada catalitica
de sitio activo de la proteasa activa. El cambio conformacional que reordena los restos expone también los restos de
unién a heparina que se unen a la heparina y facilitan el reconocimiento por el inhibidor AT-III.

La Figura 2 representa graficamente la cascada de coagulacion. La Figura 2A muestra la ruta intrinseca y la ruta
extrinseca de la coagulacién para la produccién independiente de FXa y la convergencia de las rutas hacia una ruta
comun para generar trombina y fibrina para la formacion de un coagulo. Estas rutas estan interconectadas. La figura
representa graficamente el orden de las moléculas implicadas en la cascada de activacion en la que un zimégeno se
convierte en una proteasa activada mediante la escision de uno o mas enlaces peptidicos. La proteasa activada
sirve a continuacién como la proteasa de activacion para la siguiente molécula de zimégeno en la cascada, dando
como resultado en (ltima instancia la formacion del coagulo. La Figura muestra que la actividad de FXa esta
regulada por la presencia de FVa para la generacion en ultima instancia de trombina y fibrina (actividad dependiente
de FVa). FXa solo es capaz también de bajos niveles de activacién de la trombina (actividad independiente de FVa).
La Figura 2A representa graficamente ademas otras actividades de FXa fuera de la ruta de coagulacién que pueden
de forma independiente de FVa. La Figura 2B representa graficamente la misma ruta, pero representa graficamente
ademas los reguladores de la ruta, incluyendo la antitrombina (AT-111), que puede inhibir la coagulacion.

La Figura 3 representa graficamente las alineaciones ilustrativas del FX humano maduro que se muestra en la SEQ
ID NO:134 con otros polipéptidos de FX. A "*" significa que los restos alineados son idénticos, a ":" significa que los
restos alineados no son idénticos, pero son similares y contienen restos de aminoacidos conservativos en la posicién
alineada y a "." significa que los restos alineados son similares y contienen restos de aminoacidos semiconservativos
en la posicién alineada. De forma ilustrativa, aunque no limitativa, las posiciones correspondientes para las
sustituciones de aminoéacidos estan indicadas por subrayados. Por ejemplo, La Figura 3A representa graficamente
la alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un gib6n de mejillas blancas que se
muestra en la SEQ ID NO:404. La Figura 3B representa graficamente la alineacion de un FX maduro que se
muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un FX de babuino que se muestra en la SEQ ID NO:405. La Figura 3C
representa graficamente la alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un FX de
macaco que se muestra en la SEQ ID NO:406. La Figura 3D representa graficamente la alineacion de un FX
maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un FX de un mono titi oscuro que se muestra en la SEQ ID
NO:407. La Figura 3E representa graficamente la alineaciéon de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134
con la de un FX de elefante que se muestra en la SEQ ID NO:408. La Figura 3F representa graficamente la
alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un FX de elefante que se muestra en la
SEQ ID NO:409. La Figura 3G representa graficamente la alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID
NO:134 con la de un FX de conejo que se muestra en la SEQ ID NO:410. La Figura 3H representa graficamente la
alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un FX de rata que se muestra en la
SEQ ID NO:411. La Figura 3l representa graficamente la alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID
NO:134 con la de un FX de perro que se muestra en la SEQ ID NO:412. La Figura 3J representa graficamente la
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alineacion de un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 con la de una variante 1195L de FX que se
muestra en la SEQ ID NO:135. La Figura 3K representa graficamente la alineaciéon de un FX maduro que se
muestra en la SEQ ID NO:134 con la de un péptido de activacién de la variante FX (Ap) 152T que se muestra como
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los restos de aminoacidos 41-488 de la SEQ ID NO:549.
Descripcion detallada
Esquema

A. Definiciones
B. Funcién hemostatica y Factor X

1. Ruta de coagulacion
a. Ruta de coagulacién del Factor Tisular (Extrinseco)
b. Ruta de coagulacion intrinseca
c. Ruta comdn

2. Actividad independiente del Factor V

a. Activacion de la trombina
b. Inflamacién y proliferacion celular

i. Receptor 1 de la proteasa de células efectoras (EPR-1)

ii. Receptores activados de la proteasa (PAR)
3. Inhibidores del Factor X
C. Estructura y activacion del Factor X

1. Procesamiento y Estructura
2. Activacion
3. Factor X y XA como una sustancia biofarmacéutica

D. Polipéptidos con Factor X modificados
E. Produccién de polipéptidos de Factor X

1. Vectores y células
2. Sistemas de expresion

a. Expresion procariota

b. Levaduras

c. Insectos y células de insectos
d. Células de mamiferos

e. Plantas

2. Purificacion
3. Proteinas de fusiéon
4. Modificaciones de polipéptidos
5. Secuencias de nucle6tidos
F. Evaluacion de las actividades del Factor X modificado
1. Ensayosin vitro
2. Modelos de animales no humanos
3. Ensayos clinicos
G. Formulaciones y administracion

1. Formulaciones

a. Dosificaciones
b. Formas farmacéuticas

2. Administracion de polipéptidos FVX modificados

3. Administracion de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de FVX modificados (terapia génica)
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H. Usos terapéuticos

I. Tratamientos combinados

J. Articulos de fabricacion y kits
K. Ejemplos

A. Definiciones

A no ser que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto en la materia a la cual pertenece la
presente invencion. En el caso de que exista una pluralidad de definiciones para los términos en el presente
documento, prevaleceran aquellas de esta seccion. Cuando se haga referencia a URL u otro de dicho identificador o
sefia, se entiende que dichos identificadores pueden cambiar y la informacién concreta en Internet puede aparecer y
desaparecer, pero se puede encontrar informaciéon equivalente buscando en Internet. La referencia a la misma
evidencia la disponibilidad y la difusién publica de dicha informacion.

Tal como se usa en el presente documento, la ruta de coagulacién o la cascada de coagulacion se refiere a la serie
de eventos de activacion que conduce a la formacién de un coagulo de fibrina insoluble. En la cascada o ruta de
coagulacién, una proteina inactiva de una serina proteasa (denominada también un zimdgeno) se convierte en una
proteasa activa mediante la escision de uno o mas enlaces peptidicos, que sirve a continuacién como la proteasa de
activacion para la siguiente molécula de zimogeno en la cascada. En la etapa proteolitica final de la cascada, el
fibrinbgeno se escinde proteoliticamente por trombina a fibrina, que a continuacion se reticula en el sitio de la lesion
para formar un coagulo.

Tal como se usa en el presente documento, "hemostasia" se refiere a la detenciéon de la hemorragia o del flujo de
sangre en un 6rgano o parte del cuerpo. el término hemostasia puede abarcar el proceso completo de coagulacion
de la sangre para evitar la pérdida de sangre tras la lesién en un vaso sanguineo para la disolucion posterior del
coagulo de sangre tras la reparacion del tejido.

Tal como se usa en el presente documento, "que coagula" o "coagulacién"-se refiere a la formacién de un coagulo
de fibrina insoluble, o el proceso por el cual los factores de coagulacion de la sangre interactian en la cascada de
coagulacién, dando como resultado en dltima instancia la formacién de un coagulo de fibrina insoluble.

Tal como se usa en el presente documento, una "proteasa es una enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces
peptidicos covalentes. Estas designaciones incluyen formas zimégenas y formas monocatenarias, bicatenarias y
multicatenarias activadas de las mismas. Por claridad, la referencia a las proteasas se refiere a todas las formas. Las
proteasas incluyen, por ejemplo, serina proteasas, cisteina proteasas, proteasas asparticas, treonina y
metaloproteasas que dependen de la actividad catalitica de su sitio activo y el mecanismo de escindir los enlaces
peptidicos de un sustrato diana.

Tal como se usa en el presente documento, las serina proteasas o las serina endopeptidasas se refieren a una clase
de peptidasas, que se caracterizan por la presencia de un resto de serina en el sitio activo de la enzima. Las serina
proteasas participan en una amplia gama de funciones en el cuerpo, incluyendo la coagulacién de la sangre y la
inflamacién, asi como el funcionamiento como enzimas digestivas en procariotas y eucariotas. el mecanismo de
escisién por las serina proteasas se basa en el ataque nucleofilico de un enlace peptidico dirigido por una serina.
Cisteina, treonina 0 moléculas de agua asociadas con aspartato o metales pueden también jugar este papel. Las
cadenas secundarias alineadas de la serina, histidina y aspartato forman una triada catalitica comdn a la mayoria de
las serina proteasas. El sitio activo de las serina proteasas esta conformado como una llave donde se une el sustrato
polipeptidico.

Tal como se usa en el presente documento, El Factor X (FX) o el polipéptido de FX se refiere a un polipéptido de
serina proteasa que presenta actividad catalitica contra la protrombina (es decir, actividad protrombogénica) cuando
esta en forma activa. FX es una serina proteasa que es parte de la ruta de coagulacion, y especificamente es la
primera serina proteasa en la ruta de coagulacion comin. FX se procesa en células a partir de un polipéptido
precursor (por ejemplo, se muestra en la SEQ ID NO:2) para dar como resultado un polipéptido que contiene una
region propeptidica, que se escinde eventualmente para generar un polipéptido maduro que carece de la secuencia
y del propéptido de sefializacion (por ejemplo, se muestra en la SEQ ID NO: 134). El polipéptido de FX secretado es
un polipéptido bicatenario. Los polipéptidos de FX incluyen zimdgenos inactivos o un Factor X activo (FXa). El FXa
activo carece del péptido de activacion. FXa es la forma activa de FX que presenta actividad catalitica, que se
aumenta mucho tras la unién de FX activo (FXa) a su cofactor del Factor Va. La actividad de FXa esta también
potenciada por la inclusién de Ca++ y el fosfolipido. Como se proporciona en el presente documento, se pueden
introducir mutaciones que den como resultado cambios conformacionales de una forma FXa a una forma de tipo
zimégeno, que cuando esta en forma completamente activa en presencia del cofactor de FVa, presenta actividad
catalitica frente a la protrombina. Por lo tanto, la referencia a FX o a los polipéptidos de FX en el presente
documento incluye todas las formas, que incluyen el precursor, una Unica forma monocatenaria y formas
bicatenarias de los mismos, incluyendo formas maduras, formas zimégenas, formas FXa, incluyendo formas de tipo
zimAgeno, o porciones cataliticamente activas de los mismos.
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La referencia a FX incluye polipéptidos de FX humanos, incluyendo el polipéptido precursor que se muestra en la
SEQ ID NO:2 y una forma monocatenaria y formas bicatenarias, incluyendo formas maduras, formas zimogenas,
formas FXa, incluyendo formas de tipo zim6geno, o formas cataliticamente activas de los mismos. Por ejemplo, el
FX maduro carece de la secuencia de sefializacion y la region propeptidica se muestra en la SEQ ID NO:134. La
forma zimégena del mismo es una forma bicatenaria que contiene una cadena ligera de 130 aminoéacidos (que
corresponde a los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134) y una cadena pesada de 306 aminoacidos (que corresponde a
los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134). La forma FXa del mismo es una forma bicatenaria que contiene una
cadena pesada de 130 aminoacidos (que corresponde a los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134) y una cadena
pesada (que corresponde a los restos de aminoacidos 194-448 de la SEQ ID NO:134), o a las formas
cataliticamente activas de los mismos. Como se ha indicado, FX incluye también formas modificadas de los mismos,
incluyendo FXa, que son de tipo zimdgeno en ausencia del cofactor de FVa.

La referencia a FX incluye también variantes del mismo, tales como variantes alélicas y variantes de especies,
variantes codificadas por variantes de corte y empalme, y otras variantes, incluyendo polipéptidos que tienen al
menos un 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de
identidad de la secuencia con el polipéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 2 o la forma madura, la
forma zimoégena o las formas FXa del mismo. Dichas variantes incluyen cualquiera donde la forma FXa, o la porcién
cataliticamente activa del mismo, presenta una 0 mas actividades de FX que incluyen, aunque no de forma limitativa,
la unién de FVa, la actividad catalitica, la unién de la protrombina, la actividad protrombinasa y/o la actividad
coagulante. La actividad puede reducirse 0 aumentarse en comparacién con la actividad de un Factor X nativo o
natural. Por ejemplo, los polipéptidos de FX incluyen polipéptidos donde la forma FXa de los mismos, o la porcién
cataliticamente activa, presenta al menos un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 90 %, 90 %, 100 %, 110 %,
120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 %, 200 % o mas de actividad del polipéptido nativo o
natural. Las variantes ilustrativas incluyen especies variantes que incluyen, aunque no de forma limitativa, la humana
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 2 y se codifica por la SEQ ID NO: 1; y la forma madura
que se muestra en la SEQ ID NO:134), el gib6n de mejillas blancas occidental (prepropéptido precursor que se
muestra en las SEQ ID NOS: 393 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:404), el babuino verde oliva
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:394 y la forma madura de la SEQ ID NO: 405), el macaco
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 395 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID
NO:406), el mono titi oscuro (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 396 y la forma madura que
se muestra en la SEQ ID NO:407), el elefante africano (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO:397 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:408), ratén (prepropéptido precursor que se muestra en
la SEQ ID NO: 398 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:409), conejo (prepropéptido precursor que
se muestra en la SEQ ID NO: 399 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:410), rata (prepropéptido
precursor que se muestra en la SEQ ID NO:400 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:411), perro
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:401 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID
NO:412), cerdo (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:402 y la forma madura que se muestra
en la SEQ ID NO:413), y bovino (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:403 y la forma madura
que se muestra en la SEQ ID NO:414). Las variantes ilustrativas incluyen también las variantes alélicas de FX
humano, incluidas, aunque no de forma limitativa, las variantes que se muestran en las SEQ ID NOS:547-552
(Cargill et al. (1999) Nat. Gen., 22:231-238).

Tal como se usa en el presente documento, un polipéptido precursor de FX se refiere a una forma no secretada de
un polipéptido de FX que contiene un péptido de sefializacion en el extremo N que se dirige a la proteina para la
secrecion y un propéptido. El péptido de sefializacién se elimina por escision en el reticulo endoplasmico. llustrativo
de un polipéptido precursor FX es el polipéptido que se muestra en la SEQ ID NO:2, o una variante alélica o de
especie del mismo u otras variantes, tales como cualquiera de las que se muestran en las SEQ ID NOS: 393-403 o
547-552.

Tal como se usa en el presente documento, una "prorregiéon", "propéptido"”, o "prosecuencia”, se refiere a una region
0 un segmento que se escinde para producir una proteina madura. Una prorregion es una secuencia de aminoacidos
situada en el extremo amino de un polipéptido maduro biolégicamente activo y puede ser tan pequefia como unos
pocos aminoacidos o puede ser una estructura multidominio. Para los polipéptidos de FX, la regién propeptidica
tiene generalmente aproximadamente 9 aminoacidos, pero puede variar (por ejemplo, mas largo o mas corto)
dependiendo de la especie. Para FX, la secuencia propeptidica funciona en la modificacion posterior a la traduccién
de la proteina y se escinde antes de la secrecién de la proteina procedente de la célula. Por ejemplo, el propéptido
es el elemento de reconocimiento para la y-carboxilacién por la carboxilasa dependiente de la vitamina K en el
reticulo endoplasmico. La reaccién se produce por conversion de los restos de acido glutdmico en el dominio Gla a
acido y-carboxiglutamico (Gla). Esta modificacion se requiere para la activacién 6ptima mediada por ca® del
zimégeno en la sangre. Por ejemplo, Los restos Gla permiten al factor X/Xa unirse al fosfolipido (es decir, a las
superficies celulares) de una manera dependiente del calcio, que es un requerimiento para el ensamblaje del
complejo de la protrombinasa. Un propéptido o prorregion ilustrativa corresponde a los aminoacidos 32-40 de la SEQ
ID NO:2.

Tal como se usa en el presente documento, una forma propeptidica de FX es una proteina que carece del péptido de
sefializacion, pero que retiene el propéptido. Por ejemplo, Con referencia al FX humano que se muestra en la SEQ
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ID NO:2, el propéptido es un propéptido de 9 aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 32-40 de la SEQ ID
NO: 2. Por lo tanto, una forma propeptidica ilustrativa de FX es FX humano que se muestra como los aminoacidos
32-488 de la SEQ ID NO:2, o las variantes del mismo, incluyendo las variantes alélicas y de especie.

Tal como se usa en el presente documento, un "polipéptido de FX maduro" se refiere a un polipéptido de FX que
carece de una secuencia de sefializacion y una secuencia propeptidica. El propéptido se elimina mediante escision
proteolitica en el aparato trans-Golgi antes de la secrecién del polipéptido. Se muestra un polipéptido de FX maduro
ilustrativo en la SEQ ID NO: 134, en incluye también las variantes del mismo tales como las variantes de especie y
alélicas. Por ejemplo, ilustrativas de dichas variantes estan cualquiera de las que se muestran en cualquiera de las
SEQ ID NOS: 404-414. El polipéptido de FX maduro se refiere generalmente a una forma monocatenaria de FX
antes de la proteolisis intracadena para generar un polipéptido bicatenario.

Tal como se usa en el presente documento, un zimégeno se refiere a la forma bicatenaria inactiva del polipéptido de
FX que se presenta normalmente en plasma. La forma bicatenaria se genera mediante escision intracadena para
eliminar los restos Arg140-Arg142 (que corresponden a los restos que se muestran en la SEQ ID NO: 134) entre la
cadena pesada y la cadena ligera, de tal manera que la cadena ligera se escinde de la cadena pesada. Esto se
produce durante o después de la secrecion en la circulacion. El zimégeno es mas grande que la forma activa debido
a la presencia del péptido de activacion en el extremo N de la cadena pesada. Para FX, el zimégeno contiene una
cadena ligera que contiene un dominio rico en un acido y-carboxiglutamico (GLA) y dos dominios analogos al factor
de crecimiento epidérmico (EGF). La cadena pesada se une a la cadena ligera mediante un enlace disulfuro entre
los aminoécidos (por ejemplo, Cys132 y Cys302 en la SEQ ID NO: 134). La cadena pesada contiene un péptido de
activacion de 52 restos de aminoacidos en su extremo N (por ejemplo, los restos de aminoacidos Serl43 a Argl194
en la SEQ ID NO:134). La cadena pesada contiene también el dominio de la serina proteasa (por ejemplo, los restos
lle195 a Lys448 de SEQ ID NO: 134), que contiene el dominio de la serina proteasa que tiene una triada catalitica
(por ejemplo, His**, Asp®®® y Ser’”® en la SEQ ID NO:134, y que corresponde a His>’, Asp*® y Ser'® mediante
numeracion de la quimotripsina). La forma zimdgena generalmente es inactiva y puede convertirse en un polipéptido
activo mediante escision catalitica para eliminar el segmento del péptido de activaciéon. Un zimogeno, por tanto, es
una proteina enzimaticamente inactiva que se convierte en una enzima proteolitica por la accién de un activador.

Tal como se usa en el presente documento, un péptido de activacion se refiere a un segmento presente en el
extremo N de la cadena pesada de FX que funciona para suprimir la actividad proteolitica enmascarando la
magquinaria catalitica y evitando por tanto la formacion del intermedio catalitico (es decir, ocluyendo
conformacionalmente el sitio de union al sustrato). llustrativo de un péptido de activacion FX es el péptido de
activacion de 52 restos de aminoéacidos en el extremo N de la cadena pesada del polipéptido de FX maduro que
corresponde a los restos de aminoacidos Serl43 a Arg194 en la SEQ ID NO:134.

Tal como se usa en el presente documento, un péptido de activacién modificado se refiere a un péptido de activacion
que no es nativo al polipéptido de FX, por ejemplo, debido a la presencia de una o mas diferencias de aminoacidos
en comparacion con el péptido de activacion de un polipéptido de factor X sin modificar o polipéptido de factor X
nativo. La una o mas diferencias de aminoacidos pueden ser mutaciones de aminoacidos tales como una o mas
sustituciones de aminoacidos (sustituciones), inserciones o deleciones, o pueden ser inserciones o deleciones, y
cualquier combinacién de las mismas. Por ejemplo, un péptido de activacién modificado es uno que puede tener 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o mas diferencias de amino&cidos en
comparaciéon con el péptido de activacion de un polipéptido de FX sin modificar o nativo (por ejemplo, en
comparacién con la secuencia de restos de aminoacidos que se muestra como Serl43 a Argl94 en la SEQ ID
NO:134). llustrativas de las modificaciones de aminoacidos estan las modificaciones que dan como resultado un sitio
de procesamiento de la proteasa que no esta presente en el polipéptido de FX sin modificar o nativo (por ejemplo,
natural). Por ejemplo, las modificaciones incluyen la sustitucién de un polipéptido de FX nativo o natural con un
péptido de activacion heterélogo procedente de otra proteasa.

Tal como se usa en el presente documento, la referencia a un polipéptido de FX modificado que no contiene un
péptido de activaciéon modificado significa que el péptido de activacion del polipéptido no difiere en comparacién con
el péptido de activacion de un polipéptido de factor X sin modificar o un polipéptido de factor X nativo. Por ejemplo,
en las realizaciones donde el polipéptido de FX modificado incluye un péptido de activacion, este contiene un péptido
de activacién nativo o natural. Por lo tanto, la referencia a un polipéptido de FX modificado en el presente documento
que no contiene un péptido de activacion modificado significa que las modificaciones (por ejemplo, sustituciones de
aminoacidos) en el anterior estan en la cadena ligera del dominio de la proteasa de la cadena pesada solo, y
normalmente solo en el dominio de la proteasa de la cadena pesada.

Tal como se usa en el presente documento, un FX activo (FXa) o FX activado se refiere a una forma bicatenaria de
un polipéptido de FX, por lo cual la cadena pesada no contiene un péptido de activacion en el extremo N. FXa esta
activado por escision de la cadena pesada para eliminar el péptido de activaciéon. Por lo tanto, FXa es un
heterodimero que estd compuesto por 2 cadenas unidas por un enlace disulfuro. Para FX humanos, la cadena ligera
tiene un peso molecular de aproximadamente 16.000 daltons y estd compuesta por la secuencia de aminoacidos 1-
139 de la SEQ ID NO:134, y la cadena pesada tiene un peso molecular de aproximadamente 38.000 daltons y esta
compuesta de los restos de aminoacidos 1le195 a Lys448 de la SEQ ID NO: 134 que constituyen el dominio de la
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serina proteasa. La activacion de FX se produce por la escision del enlace Arg194-11e195, que libera el péptido de
activacion. La activacion se consigue mediante el complejo del factor Xasa extrinseco complejo del factor VIla/TF) o
el complejo del Factor Xasa intrinseco (complejo FIXa/FVllla). La activacion requiere generalmente la presencia de
fosfolipidos e iones calcio. La activacion puede conseguirse también mediante el veneno de vibora de Russell (RVV-
X). FXa presenta actividad catalitica, la unién de FVa, la unién de la heparina, la unién de la protrombina, la actividad
protrombinasa y/o la actividad coagulante. Para los fines del presente documento, la referencia a FXa se refiere a
cualquier forma bicatenaria de FX que carezca del péptido de activacion y que sea capaz de presentar actividades
de FXa tales como actividad catalitica, la unién de FVa, la union de la heparina, la unién de la protrombina, la
actividad protrombinasa y/o la actividad coagulante. Por lo tanto, la referencia a FXa incluye los polipéptidos de FXa
analogos a zimégeno que, en presencia de concentraciones de saturacién de FVa, presentan actividades FXa.

Tal como se usa en el presente documento, una "porcion cataliticamente activa" de un polipéptido de FXa se refiere
a un polipéptido de FXa activo que contiene una porcién contigua de aminoacidos de la cadena pesada que incluye
los restos de la triada catalitica (por ejemplo, His*®, Asp®®* y Ser®”® en la SEQ ID NO:134, y que corresponde a
His®’, Asp'® y Ser'®® mediante numeracién de la quimotripsina), pero no incluye la secuencia completa de la cadena
pesada que corresponde a los restos de aminoacidos 1le195 a Lys448 de la SEQ ID NO:134. La porcién
cataliticamente activa puede contener también toda o una porcidon de la cadena ligera de FXa. La porcion
cataliticamente activa de un polipéptido de FXa presenta al menos un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %,
10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o mas de la actividad, tal como al menos 120 %, 130 %,
140 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 % o mas de la actividad, en comparacion con el FXa de longitud completa.
Se entiende que la referencia en el presente documento a un FXa modificado o una porcién cataliticamente activa
del mismo significa que la pocién cataliticamente activa contiene la(s) modificacién(ones) (por ejemplo, la(s)
sustitucién(ones) de aminoacido(s)).

Tal como se usa en el presente documento, el veneno de vibora de Russell (RVV-X) se refiere a una metaloproteasa
venenosa de Vipera russelli (vibora de Russell) que activa especificamente el factor X (Takeya et al. (1992) J Biol.
Chem., 267:14109-14117. RVV-X tiene un peso molecular de aproximadamente 79.000 daltons y contiene una
cadena pesada y ligera unidas por disulfuro. RVV-X no requiere fosfolipidos para la activacion del factor X, pero
requiere ca* exogeno y la presencia del dominio Gla del extremo amino para la activacién potenciada. La actividad
de RVV-X se inhibe en presencia de EDTA. Las preparaciones purificadas de la proteasa del veneno de serpiente se
conocen y esta disponibles (véase, por ejemplo, n.° de Catalogo RVVX-2010, Haematologic Technologies, Inc.; n.°
de catalogo ab62233; Abcam, Cambridge, MA), y su secuencia conocida (véase, por ejemplo, Takeya et al. (1992) J
Biol. Chem., 267:14109-14117 y Uniprot n.° Q7LZ61, Q4PRD1 y Q4PRD2).

Tal como se usa en el presente documento, una proteina o polipéptido "analogo a zimdégeno" se refiere a una
proteina que se ha activado mediante escision proteolitica, pero en ausencia de cofactor presenta todavia
propiedades que se asocian con un zimogeno, tal como, por ejemplo, con actividad baja o sin actividad, o una
conformacion o actividad resultante que se asemeja a la conformacién o actividad resultante de la forma zimégena
de la proteina. Por ejemplo, para los polipéptidos de FXa modificados proporcionados en el presente documento,
cuando no se une al cofactor de FVa, la forma activada bicatenaria de FXa es una proteina analoga a zimégeno;
presenta actividad muy baja. Tras la union a FVa, la forma activada bicatenaria de FXa experimenta un cambio
conformacional o un desplazamiento en el "equilibrio conformacional" y adquiere su actividad completa como un
factor de coagulacién.

Tal como se usa en el presente documento, "natural” o "nativo" con referencia a FX se refiere a un polipéptido de FX
codificado por un gen FX que se produce de forma nativa o natural, incluyendo las variantes alélicas, que esta
presente en un organismo, incluyendo un ser humano y otros animales, en la naturaleza. Cuando se hace referencia
a un polipéptido de FXa natural o nativo, se entiende que es la porcién activa o cataliticamente activa del polipéptido
de FXa. La referencia al factor X natural con referencia a una especie se pretende que abarque cualquier especie de
un factor X natural. Incluidos entre los polipéptidos de FX naturales estan los polipéptidos precursores codificados,
los fragmentos de los mismos, y las formas procesadas de los mismos, tales como una forma madura que carece del
péptido de sefializacion y del propéptido, asi como cualquier forma procesada o modificada previa a la traduccién o
posterior a la traduccion. Incluidos también entre los polipéptidos de FX nativos estan aquellos que estan
modificados de forma posterior a la traduccion, que incluyen, aunque no de forma limitativa, modificacion mediante
glicosilacion, carboxilacion e hidroxilacién. Los polipéptidos de FX nativos incluyen también formas secretadas
bicatenarias, incluyendo las formas zimdgenas y activas, asi como cualesquiera formas o isoformas procesadas de
las mismas. Por ejemplo, los seres humanos expresan FX nativo. La secuencia de aminoacidos del FX humano
natural se muestra en las SEQ ID NOS: 2, e incluye las formas maduras, zimégenas, activas y cataliticamente
activas de las mismas como se describe en el presente documento, y las variantes alélicas que se muestran en las
SEQ ID NOS: 547-552 y las formas maduras, zimégenas, activas y cataliticamente activas de las mismas. el gibén
de mejillas blancas occidental (prepropéptido precursor que se muestra en las SEQ ID NOS: 393 y la forma madura
gque se muestra en la SEQ ID NO:404), el babuino verde oliva (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO:394 y la forma madura de la SEQ ID NO: 405), el macaco (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO: 395 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:406), el mono titi oscuro (prepropéptido precursor que
se muestra en la SEQ ID NO: 396 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:407), el elefante africano
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:397 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID
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NO:408), ratén (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 398 y la forma madura que se muestra
en la SEQ ID NO:409), conejo (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 399 y la forma madura
gue se muestra en la SEQ ID NO:410), rata (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:400 y la
forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:411), perro (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO:401 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:412), cerdo (prepropéptido precursor que se muestra
en la SEQ ID NO:402 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:413), y bovino (prepropéptido precursor
gue se muestra en la SEQ ID NO:403 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:414).

Tal como se usa en el presente documento, las variantes de especies se refieren a variantes en los polipéptidos
entre diferentes especies, incluyendo diferentes especies de mamiferos, tales como ratén y ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, las variantes alélicas se refieren a variaciones en las proteinas entre
miembros de la misma especie.

Tal como se usa en el presente documento, una variante de corte y empalme se refiere a una variante producida
mediante procesamiento diferencial de un transcrito primario de ADN genémico que da como resultado mas de un
tipo de ARNm.

Tal como se usa en el presente documento, Los restos correspondientes se refieren a los restos que se producen en
loci alineados. Los polipéptidos relacionados o variantes se alinean mediante cualquier método conocido por los
expertos en la materia. Dichos métodos maximizan normalmente las correspondencias, e incluyen métodos tales
como la utilizacion de alineaciones manuales y la utilizacion de numerosos programas de alineacion disponibles (por
ejemplo, BLASTP) y otros conocidos por los expertos en la materia. Alineando las secuencias de los polipéptidos de
FX, una persona experta en la materia puede identificar los restos correspondientes, utilizando restos de
aminoacidos conservados e idénticos como guias. En general, la enumeracion de que los aminoacidos de un
polipéptido corresponden a los aminoacidos en una secuencia divulgada se refiere a los aminoacidos identificados
tras la alineacion del polipéptido con la secuencia divulgada para maximizar la identidad u homologia (cuando los
aminoacidos conservados se alinean) utilizando un algoritmo de alineaciéon normalizado, tal como el algoritmo GAP.
Por ejemplo, con referencia a las alineaciones que se muestran en la Figura 3, el resto de aminoacido His8 en la
cadena ligera del FX humano maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 corresponde a Asn8 en la del babuino
de mejillas blancas que se muestra en la SEQ ID NO:404. En otro ejemplo, Aspl64 en la cadena pesada del FX
humano maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134 corresponde a Aspl161 en el FX de rata que se muestra en la
SEQ ID NO: 411.

Tal como se usa en el presente documento, el dominio (normalmente una secuencia de tres 0 mas, generalmente 5
0 7 0 mas aminoacidos) se refiere a una porcion de una molécula, tal como proteinas o los acidos nucleicos
codificantes, que es estructural y/o funcionalmente distinta de otras porciones de la molécula y es identificable. Por
ejemplo, los dominios incluyen aquellas porciones de una cadena polipeptidica que pueden formar una estructura
plegada de forma independiente en una proteina constituida por uno o mas motivos estructurales y/o que se
reconoce en virtud de una actividad funcional, tal como una actividad proteolitica. Una proteina puede tener uno, o
mas de uno, dominios distintos. Por ejemplo, un dominio puede identificarse, definirse o distinguirse mediante
homologia de la secuencia anterior con los miembros de la familia relacionada, tal como homologia con los motivos
que definen un dominio de la proteasa o un dominio gla. En otro ejemplo, un dominio puede distinguirse por su
funcion, tal como por la actividad proteolitica, o una capacidad de interactuar con una biomolécula, tal como la unién
del ADN, la uni6n del ligando, y la dimerizacion. un dominio puede presentar de forma independiente una funcién o
actividad biolégica de tal manera que el dominio, de forma independiente o fusionado con otra molécula puede llevar
a cabo una actividad, tal como, por ejemplo, la actividad proteolitica o la unién al ligando. Un dominio puede ser una
secuencia lineal de aminoacidos o una secuencia no lineal de aminoacidos. Muchos polipéptidos contienen una
pluralidad de dominios. Dichos dominios se conocen, y se pueden identificar por los expertos en la materia. Para la
ilustracion del presente documento, se proporcionan definiciones, pero se entiende que esta también comprendido
en los conocimientos de los expertos en la materia reconocer los dominios concretos por el nombre. Si es necesario,
se puede emplear un software adecuado para identificar los dominios.

Tal como se usa en el presente documento, un dominio de la proteasa o un dominio cataliticamente activo es el
dominio que confiere actividad catalitica. La referencia a un dominio de la proteasa de una proteasa incluye las
formas monocatenarias, bicatenarias y multicatenarias de estas proteinas. Un dominio de la proteasa de una
proteina contiene todas las propiedades necesarias de esta proteina requeridas para su actividad proteolitica, tales
como por ejemplo, el centro catalitico. En referencia a FX, el dominio de la proteasa comparte homologia y
caracteristicas estructurales con los dominios de las proteasas de la familia quimotripsina/tripsina, incluyendo la
triada catalitica. Por ejemplo, en el polipéptido de FX que se muestra en la SEQ ID NO:134, el dominio de la
proteasa corresponde a las posiciones de aminoacidos lle195 a Lys448 de la SEQ ID NO:134 e incluye los restos de
la triada catalitica (por ejemplo, His**®, Asp®® y Ser*”® en la SEQ ID NO:134, y que corresponde a His®’, Asp'® y
Ser'® mediante numeracion de la quimotripsina).

Tal como se usa en el presente documento, un dominio de gamma-carboxiglutamato (Gla) se refiere a la porcién de
una proteina, por ejemplo, una proteina dependiente de la vitamina K, que contiene modificaciones posteriores a la
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traduccion de los restos de glutamato, generalmente la mayoria, pero no todos los restos de glutamato, mediante
carboxilacion dependiente de la vitamina K para formar Gla. El dominio Gla es responsable de la union de alta
afinidad de los iones calcio y de la unién a los fosfolipidos cargados negativamente. Tipicamente, el dominio Gla
comienza al final del extremo N de la forma madura de las proteinas dependientes de la vitamina K y los extremos
con un resto aromatico conservado. tras la escision de las dos cadenas, el dominio Gla esta en la cadena ligera. Con
referencia a FX maduro, el dominio Gla corresponde a las posiciones de los aminoacidos 1 a 39 del polipéptido
ilustrativo que se muestra en la SEQ ID NO: 134. Los dominios Gla son bien conocidos y su locus se pueden
identificar en polipéptidos concretos. Los dominios Gla de las diversas proteinas dependientes e la vitamina K
comparten la secuencia, la homologia estructural y funcional, incluyendo la agrupacién de los restos hidréfobos del
extremo N en una almohadilla hidréfoba que media la interaccion con fosfolipidos cargados negativamente sobre la
membrana de la superficie celular. Otros polipéptidos ilustrativos que contienen Gla incluyen, aunque no de forma
limitativa, FIX, FVII, protrombina, proteina C, proteina S, osteocalcina, proteina Gla de la matriz, proteina 6
especifica de la detencion del crecimiento (Gas6), y proteina Z.

Tal como se usa en el presente documento, un dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (EGF-1 o EGF-2)
se refiere a la porcién de una proteina que comparte la homologia de la secuencia con una porcion especifica de 30
a 40 aminoacidos de la secuencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF). El dominio EGF incluye seis restos de
cisteina que se han mostrado (en EGF) que va a estar implicado en enlaces disulfuro. La estructura principal de un
dominio EGF es una beta lamina bicatenaria seguida por un bucle a una lamina bicatenaria corta en el extremo C.
FX contiene dos dominios EGF: EGF-1 y EGF-2. Estos dominios corresponden a las posiciones de aminoacidos 46-
84, y 85-128, respectivamente, del polipéptido de FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO:134. Cuando se
escinde en una forma bicatenaria, los dominios EGF estan en la cadena ligera.

Tal como se usa en el presente documento, "polipéptido sin modificar" o "FX sin modificar" y sus variaciones
gramaticales se refiere a un polipéptido de partida que se selecciona para la modificacién como se proporciona en el
presente documento. El polipéptido de partida puede ser uno que se produce naturalmente, la forma natural de un
polipéptido. llustrativo de un polipéptido de FX sin modificar es un FX humano que se muestra en la SEQ ID NO:
134, y sus formas zimdgena o bicatenaria de FXa. Ademas, el polipéptido de partida puede estar alterado o mutado,
de tal manera que difiere de la isoforma natural nativa pero en cualquier caso se cita en el presente documento
como un polipéptido sin modificar de partida relativo a los polipéptidos modificados posteriormente producidos en el
presente documento. Por lo tanto, existen proteinas conocidas en la materia que se han modificado para tener un
aumento o disminuciéon deseado en una actividad o propiedad concreta en comparacién con una proteina de
referencia sin modificar que se pueden seleccionar y usarse como el polipéptido de partida sin modificar. Por
ejemplo, una proteina que se ha modificado a partir de su forma nativa mediante uno o mas cambios de aminoacidos
individuales y posee tanto un aumento como una disminucién en la propiedad deseada, tal como un cambio en un
resto o restos de aminoacidos para alterar la glicosilacién, puede ser una proteina dirigida, citada en el presente
documento como sin modificar, para una modificacién adicional tanto de la misma como de una propiedad diferente.

Tal como se usa en el presente documento, "polipéptidos de Factor X modificados" y "factor X modificado” se refiere
a polipéptidos de FX, que incluyen cualquier forma de los mismos tales como un zimégeno de FX o FXa, que tiene
una o mas diferencias de aminoacidos en comparacion con un polipéptido de factor X sin modificar. La una o mas
diferencias de aminoacidos pueden ser mutaciones de aminoacidos tales como una o mas sustituciones de
aminoacidos (sustituciones), inserciones o deleciones, o pueden ser inserciones o deleciones, y cualquier
combinacién de las mismas. Tipicamente, un polipéptido de FX modificado tiene una o mas modificaciones en la
secuencia primaria en comparacion con un polipéptido de FX sin modificar. Por ejemplo, un polipéptido de FX
modificado proporcionado en el presente documento puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o mas diferencias de aminoacidos en comparacién con un polipéptido de FX sin modificar.
Se contempla cualquier modificacién siempre que el polipéptido resultante presente al menos una actividad de FX
asociada con un polipéptido de FX nativo, tal como, por ejemplo, la actividad catalitica, la actividad proteolitica, la
actividad protrombética o la actividad de coagulacion.

Tal como se usa en el presente documento, una "propiedad" de un polipéptido de FX se refiere a una propiedad
fisica o estructural, tal como una estructura tridimensional, pl, semivida, conformacion y otras de las mencionadas
caracteristicas fisicas.

Tal como se usa en el presente documento, una "actividad" de un polipéptido de FX o "actividad de FX" o "actividad
de FXa" se refiere a cualquier actividad presentada por la forma activa del Factor Xa del polipéptido. Dichas
actividades pueden ensayarse in vitro y/o in vivo e incluyen, aunque no de forma limitativa, actividad de coagulaciéon
0 coagulante, actividad procoagulante, actividad proteolitica o catalitica tal como una activacion del efecto de la
protrombina; antigenicidad (capacidad de unirse a o competir con un polipéptido para la unién a un anticuerpo
dirigido contra FX); capacidad de unirse a FVa, protrombina, heparina y/o capacidad de unirse a fosfolipidos. Se
puede evaluar la actividad in vitro o in vivo utilizando ensayos reconocidos, por ejemplo, midiendo la coagulacién in
vitro o0 in vivo. Los resultados de dichos ensayos indican que un polipéptido presenta una actividad que puede estar
correlacionada con la actividad del polipéptido in vivo, en el que la actividad in vivo puede citarse como actividad
bioldgica. Son conocidos por los expertos en la materia los ensayos para determinar la funcionalidad o actividad de
las formas modificadas de FX. Los ensayos ilustrativos para evaluar la actividad de un polipéptido de FX incluyen el
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ensayo del tiempo de la protromboplastina (PT) o el ensayo del tiempo de tromboplastina parcial activado (aPTT)
para evaluar la actividad coagulante, o los ensayos cromdgenos usando sustratos sintéticos, tales como los
descritos en los Ejemplos, a continuacién, para evaluar la actividad catalitica o proteolitica.

Tal como se usa en el presente documento, "presenta al menos una actividad" o "retiene al menos una actividad" se
refiere a la actividad FX presentada por un polipéptido de FX modificado en comparaciéon con un polipéptido de FX
sin modificar de la misma forma y en las mismas condiciones. En general, la actividad es la actividad de la forma
FXa del polipéptido, o de una porcién cataliticamente activa del mismo. Por ejemplo, una actividad de un polipéptido
de FXa modificado en forma bicatenaria se compara con un polipéptido de FXa sin modificar en forma bicatenaria,
en las mismas condiciones experimentales, donde la Gnica diferencia entre los dos polipéptidos es la modificaciéon
bajo estudio. Tipicamente, un polipéptido de FX modificado que retiene o presenta al menos una actividad de un
polipéptido de FX sin modificar de la misma forma retiene una cantidad suficiente de la actividad de tal manera que,
cuando se administra in vivo, el polipéptido de FX modificado es terapéuticamente eficaz como una sustancia
terapéutica procoagulante. Un polipéptido de FX modificado puede presentar actividad aumentada o disminuida en
comparacion con el polipéptido de FX sin modificar en la misma forma. En general, un polipéptido de FX modificado
presenta una actividad si este presenta 0,5 % a 500 % de la actividad del polipéptido de FX sin modificar, tal como al
menos, o aproximadamente al menos o 0,5 %, 1 %, 2%, 3%, 4 %, 5%, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %,
13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 %,
300 %, 400 %, 500 % o mas de la actividad de un polipéptido de FX sin modificar de la misma forma que presenta
eficacia terapéutica como un procoagulante. La cantidad de actividad que se requiere para mantener la eficacia
terapéutica como un procoagulante puede determinarse empiricamente, si fuera necesario. Tipicamente, una
retencion de 0,5 % al 20 %, 0,5 % al 10 %, 0,5% al 5% de una actividad es suficiente para retener la eficacia
terapéutica como un procoagulante in vivo. El nivel particular que se va a retener es una funcion del uso previsto del
polipéptido y puede determinarse empiricamente. se puede medir la actividad, por ejemplo, usando ensayos in vitro
0 in vivo tales como los descritos en el presente documento o en los Ejemplos siguientes.

Tal como se usa en el presente documento, "actividad catalitica” o "actividad proteolitica" con referencia a FX se
refiere a la capacidad de la forma FXa, o una porcion cataliticamente activa de la mismas, de catalizar la escisiéon
proteolitica de un sustrato. Se conocen en la técnica ensayos para evaluar dichas actividades. Los ensayos incluyen
aquellos que controlan o evalGan la formacion de intermedios estables de acil-enzima con sustrato, ensayos que
evallan la union a inhibidores de FXa que se correlacionan con la actividad catalitica y ensayos que evalGan
directamente la escisién de un sustrato FXa (por ejemplo, protrombina) o un sustrato sintético. Por ejemplo, se
puede medir la actividad proteolitica de FX usando sustratos cromégenos o fluorégenos tales como fluoresceina-
mono-p'-guanidinobenzoato (FMGB) o Espectrozima FXa (Acetato de metoxicarbonil-D-ciclohexilglicil-gilcil-arginina-
para-nitroanilida), usando un inhibidor reversible de unién estrecha tal como ecotina, o usando la protrombina del
sustrato FXa. La evaluacion de la actividad catalitica puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, se puede evaluar la
actividad catalitica controlando la escision de las actividades posteriores de un sustrato FXa como se ilustra en el
Ejemplo 4 en el presente documento, por lo cual, se controla la actividad de la trombina activada por su sustrato
sintético Pefafluor TH (H-D-CHA-Ala-Arg-AMC. Se representan graficamente los ensayos ilustrativos en los
Ejemplos. Se pueden llevar a cabo ensayos para evaluar la actividad catalitica en presencia o ausencia de FVa y
también en presencia o ausencia de fosfolipidos o ca®. Se puede representar la actividad catalitica como la eficacia
catalitica o kcat’/km, que es una medida de la eficacia con la que una proteasa escinde un sustrato y se mide en
condiciones en estado estacionario como es bien conocido por los expertos en la materia.

Tal como se usa en el presente documento, "actividad de coagulaciéon" o "actividad coagulante" o "actividad
procoagulante” se refiere a la capacidad de un polipéptido de efectuar la coagulacién. Los expertos en la materia
conocen los ensayos para evaluar la actividad coagulante, e incluyen el ensayo del tiempo de la protromboplastina
(PT) o el ensayo del tiempo de tromboplastina parcial activado (aPTT).

Tal como se usa en el presente documento, la actividad de la protrombinasa se refiere a una actividad catalitica
especifica de la protrombina del sustrato y es la actividad para convertir la protrombina (Factor II) en trombina
(Factor lla). Se puede evaluar la actividad directamente, por ejemplo, por el andlisis de proteinas de los productos
resueltos mediante SDS-PAGE de las reacciones de escision. Se puede evaluar también la actividad usando
sustratos sintéticos por los cual los restos liberados cromoégena o fluorogénicamente se controlan tras la escision. Se
puede evaluar también la actividad indirectamente controlando la actividad de la trombina por su sustrato o un
sustrato sintético (por ejemplo, Pefafluor TH (H-D-CHA-Ala-Arg-AMC). Se pueden llevar a cabo ensayos para
evaluar la actividad protrombinasa en presencia o ausencia de FVa y también en presencia o ausencia de
fosfolipidos o Ca’".

Tal como se usa en el presente documento, "inhibidores de la coagulacion” se refiere a proteinas o moléculas que
actlan para inhibir o evitar la coagulacion o la formacion del coagulo. La inhibicién o prevencion de la coagulaciéon
puede observarse in vivo o in vitro, y puede evaluarse usando cualquier método conocido en la técnica incluyendo,
aunque no de forma limitativa, el ensayo del tiempo de tromboplastina (PT) o el ensayo del tiempo de tromboplastina
parcial activado (aPTT).

Tal como se usa en el presente documento, la antitrombina 11l (AT o AT-IIl) es un inhibidor de la serina proteasa
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(serpina). AT-lll se sintetiza como una proteina precursora que contiene 464 restos de aminoacidos (SEQ ID
NO:553) que se escinde durante la secrecion para liberar una antitrombina madura de 432 aminoacidos (SEQ ID
NO:554).

Tal como se usa en el presente documento, "efecto inhibidor de AT-1II" o "inhibicion mediante AT-III" se refiere a la
capacidad de la antitrombina Il (AT o AT-IIl) de inhibir la actividad catalitica o coagulante de la forma FXa de un
polipéptido de FX, o de una forma cataliticamente activa o analoga a zimdgeno del mismo. Se puede evaluar la
inhibicién por AT-Ill evaluando la union de un polipéptido de FX o un polipéptido de FX madificado al inhibidor. Se
conocen en la técnica los ensayos para determinar la unién de un polipéptido a un inhibidor. Ademas, la resonancia
de plasmon superficial, tal como en un instrumento biosensor BlIAcore, se puede usar también para medir la uniéon de
los polipéptidos de FX a AT-Ill u otros inhibidores. Sin embargo, para los inhibidores covalentes tales como AT-III,
solo se puede medir la constante de asociacion usando BlAcore. Se puede evaluar también la actividad inhibidora
evaluando la actividad catalitica o la actividad coagulante de FXa en presencia de AT-IIl. Para los inhibidores
covalentes, tales como, por ejemplo, AT-Ill, se puede medir también una constante de velocidad de segundo orden
para la inhibicién. Por ejemplo, se puede avaluar también la inhibicién por AT-lIl determinando la constante de
velocidad de segundo orden (kapp) para la inhibicion de FXa. Las reacciones de inhibicion se llevan a cabo
generalmente en presencia de heparina, que se requiere para la actividad completa de AT-IIl. Por ejemplo,
generalmente AT-II presenta un efecto inhibidor si su Ko.s (es decir, la concentracién molar de AT-Ill que se requiere
para la inhibicion del 50 % de la actividad catalitica de FXa) es menor de 80 nM, y generalmente menor de 70 nM, 60
nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM o0 menos. Por ejemplo,
AT-Ill presenta una Ko.s de aproximadamente 2 nM para FXa en plasma y FXa natural. En otro ejemplo, AT-IlI
presenta un efecto inhibidor si a Kapp (GM’ls'l) es mayor de 1,0 x 10°, y generalmente mayor de 2,0 x 10°, 3,0 x 10°,
4,0 x 10°%, 5,0 x 10°, 6,0 x 10°, 7,0 x 10°, 8,0 x 10°, 9,0 x 10°, 1,0 x 10, 2,0 x 10", 0 mas. Por ejemplo, AT-IIl presenta
una Kkapp de aproximadamente 1,4 x 10’ y 9,7 X 10° para FXa en plasma y FXa natural, respectivamente.

Tal como se usa en el presente documento, un aumento de la resistencia a los inhibidores, tal como un "aumento de
la resistencia a AT-III" o un "aumento de la resistencia a TFPI", se refiere a cualquier cantidad de sensibilidad
disminuida de un polipéptido a los efectos inhibidores de un inhibidor, tales como AT-Ill, TFPI u otro inhibidor, en
comparacién con un polipéptido de referencia, tal como un polipéptido de FX sin modificar. Se pueden llevar a cabo
ensayos para determinar el efecto inhibidor de un inhibidor, por ejemplo, AT-lll o TFPI, en un polipéptido de FX
modificado en presencia del inhibidor (por ejemplo, AT-1ll o TFPI) y la actividad inhibidora en comparacién con el
efecto inhibidor del mismo inhibidor (por ejemplo, AT-Ill o TFPI) en una referencia o polipéptido de FX sin modificar.
Por ejemplo, la capacidad de un polipéptido de FX modificado para escindir su protrombina del sustrato en presencia
0 ausencia de AT-lll se puede medir, y el grado al cual AT-lll inhibe la reaccién determinada. Esto se puede
comparar con la capacidad de un polipéptido de FX sin modificar de escindir la protrombina en presencia o ausencia
de AT-Ill. Se pueden llevar a cabo ensayos similares con TFPI. Un polipéptido modificado que presenta resistencia
aumentada a un inhibidor presenta, por ejemplo, un aumento del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %,
10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %, o mas resistencia a los efectos de un inhibidor en comparaciéon con un
polipéptido sin modificar. Se puede determinar la resistencia a la inhibicibn como una relacion de la actividad
inhibidora del polipéptido de FX modificado al polipéptido de FX sin modificar. Por ejemplo, se puede determinar la
Kos Yy una representacion de la extension de la resistencia al inhibidor (por ejemplo, resistencia a AT-lll o resistencia
a TFPI) del polipéptido de FX modificado en comparacién con el FXa natural expresado como una relaciéon de sus
valores Kos (Kos variante/ Kos natural). Una relacién de mas de 1,0 significa que el polipéptido de FX modificado
presenta una resistencia aumentada al inhibidor (por ejemplo AT-IIl o TFPI). En otro ejemplo, se puede determinar la
kapp Y UNa representacion de la extension de la resistencia al inhibidor (por ejemplo, resistencia a AT-Ill o resistencia
a TFPI) del polipéptido de FX modificado en comparacién con el FXa natural expresado como una relacion de sus
valores Kkapp (Kapp Natural/ kapp variante). Una relacion de mas de 1,0 significa que el polipéptido de FX modificado
presenta una resistencia aumentada a un inhibidor, tal como AT-Ill y/o TFPI.

Tal como se usa en el presente documento, los cofactores se refieren a las proteinas o moléculas que se unen a
otras proteinas o moléculas especificas para formar un complejo activo. En algunos ejemplos, se requiere la union a
un cofactor para la actividad proteolitica 6ptima. Por ejemplo, el factor Va (FVa) es un cofactor de FXa. La uniéon de
FXa o las formas analogas a zimégeno de FXa a FVa induce cambios conformacionales que dan como resultado
una actividad proteolitica aumentada de FXa por sus sustratos.

Tal como se usa en el presente documento, El Factor Va (FVa) se refiere a un factor de coagulacién no
enzimaticamente activo que funciona como un cofactor de FXa. El Factor V es un polipéptido monocatenario que se
activa por trombina sobre la superficie de las plaquetas activadas para dar como resultado FVa, que es un
polipéptido bicatenario unido no covalentemente entre si por calcio. FVa se une a FXa para formar el complejo de la
protrombinasa, que en presencia de fosfolipidos y ca”*, convierte la protrombina en trombina. In vivo, esto se
produce generalmente sobre la superficie de la célula. FVa es un cofactor de FXa debido a que la actividad de FXa
para activar la trombina estd muy aumentada en presencia de FVa.

Tal como se usa en el presente documento, "actividad independiente de FVa" se refiere a la actividad de FXa en
ausencia de FVa.
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Tal como se usa en el presente documento, "actividad dependiente de FVa" se refiere a la actividad de FXa en
presencia de FVa.

Tal como se usa en el presente documento, "dependencia del cofactor" o "dependencia relativa del cofactor" se
refiere a la mayor actividad de FXa que se produce en presencia de FVa en comparacion con su ausencia, y puede
representarse graficamente como una relacion de la actividad dependiente de FVa a la actividad independiente de
FVa. En general, FXa presenta una actividad significativamente mayor en presencia de cofactor que en su ausencia,
de tal manera que su actividad completa es dependiente de la presencia de cofactor. Por ejemplo, la asociacion de
FXa activo con su cofactor activado, FVa, da como resultado mas de 2.000 veces de aumento en la actividad (por
ejemplo, la actividad catalitica) en comparacién con la ausencia de cofactor.

Tal como se usa en el presente documento, el aumento de la dependencia del cofactor se refiere a cualquier
cantidad de aumento de dependencia del cofactor de un polipéptido de FX modificado en comparacion con un
polipéptido de referencia, tal como un polipéptido de FX sin modificar. Un polipéptido modificado que presenta un
aumento de dependencia del cofactor presenta, por ejemplo, un aumento del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %,
8 %, 9 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %, o mas de aumento de la dependencia sobre el cofactor en
comparacién con un polipéptido sin modificar. Se puede determinar el aumento en la dependencia del cofactor como
una relacién de la dependencia del cofactor (actividad dependiente de FVa/actividad independiente de FVa) del
polipéptido de FX modificado a un polipéptido de FX de referencia o sin modificar que no contiene la(s)
modificacion(ones). Por ejemplo, un polipéptido de FX modificado presenta un aumento en la dependencia del
cofactor si presenta al menos 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces,
600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces o0 mas aumento en la dependencia del cofactor en
comparacion con el polipéptido de FX sin modificar.

Tal como se usa en el presente documento, un sitio de glicosilacién se refiere a una posicion amino en un
polipéptido a la cual se puede unir un resto de hidrato de carbono. Tipicamente, una proteina glicosilada contiene
uno o mas restos de aminodcidos, tales como asparagina o serina, para la union de los restos de hidratos de
carbono.

Tal como se usa en el presente documento, un sitio de glicosilacién nativo se refiere a una posicién amino a la cual
un resto de hidrato de carbono se une en un polipéptido natural. Existen cuatro sitios de glicosilaciéon nativos en FX:
dos sitios de glicosilacién unidos a O y dos sitios de glicosilacion unidos a N que corresponden a los restos Thr159,
Thrl71, Asn181y Asn191 con referencia a la SEQ ID NO:134.

Tal como se usa en el presente documento, un sitio de glicosilacién no nativo se refiere a una posicién amino a la
cual el resto de hidrato de carbono se une en un polipéptido modificado que no esta presente en un polipéptido
natural. Se pueden introducir sitios de glicosilacion no nativos en un polipéptido de FX mediante sustitucion de
aminoacidos. se pueden crear sitios de glicosilacion en O, por ejemplo, mediante sustitucion del aminoacido de un
resto nativo con una serina o treonina. Se pueden crear sitios de glicosilacion en N, por ejemplo, estableciendo el
motivo Asn-Xaa-Ser/Thr/Cys, donde Xaa no es prolina. La creacién de esta secuencia consenso por la modificacién
del aminoacido puede implicar, por ejemplo, una Unica sustitucién de aminoacido de un resto de aminoacido nativo
con una asparagina, una unica sustituciéon de aminoacido de un resto de aminoacido nativo con una serina, treonina
o cisteina, o una doble sustitucién de aminoacidos que implica una primera sustitucién de aminoacido de un resto
nativo con una asparagina y una segunda sustitucion de aminoacido de un resto nativo con una serina, treonina o
cisteina.

Tal como se usa en el presente documento, "nivel de glicosilacion" se refiere al nimero de sitios de glicosilacion
capaces de ocuparse por un glicano, por ejemplo, tras la expresion en una célula hospedadora capaz de
glicosilacion.

Tal como se usa en el presente documento, el aumento con referencia al nivel de glicosilacion significa que existe un
mayor nimero de sitios de glicosilacion capaces de ocuparse por un glicano con referencia a un polipéptido de FX
sin modificar o natural. Un polipéptido modificado que presenta un aumento en el nivel de glicosilacién puede estar
hiperglicosilado se existe un mayor numero de sitios de glicosilacion ocupados por un glicano en comparacion con el
polipéptido de FX sin modificar o natural.

Tal como se usa en el presente documento, "actividad biolégica" se refiere a las actividades in vivo de un compuesto
0 a las respuestas fisioldgicas que se dan como resultado tras la administracion in vivo de un compuesto,
composicion u otra mezcla. La actividad biolégica, por tanto, abarca los efectos terapéuticos y la actividad
farmacéutica de dichos compuestos, composiciones y mezclas. Se pueden observar actividades biolégicas en
sistemas in vitro diseflados para ensayar o usar dichas actividades. Por lo tanto, para los fines en el presente
documento, una actividad bioldgica de un polipéptido de FX abarca la actividad coagulante.

Tal como se usa en el presente documento, el término "evaluar", y sus variaciones gramaticales, se pretende que
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incluya la determinacién cuantitativa y cualitativa en el sentido de obtener un valor absoluto de la actividad de un
polipéptido, y también de obtener un indice, relacion, porcentaje, visual u otro valor indicativo del nivel de la
actividad. La evaluacion puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, la deteccién de la escisién de un sustrato por un
polipéptido puede ser una medicién directa del producto, o puede medirse de forma indirecta determinando la
actividad resultante del sustrato escindido.

Tal como se usa en el presente documento, "numeracion madura” o "numeracién convencional" se refiere a la
numeracion de los restos en un orden basado en el polipéptido de FX maduro. Para los fines del presente
documento, la numeracion madura se basa en la numeracion de los restos de FX maduro que se muestra en la SEQ
ID NO:134.

Tal como se usa en el presente documento, "numeracion de la quimotripsina” se refiere a la numeracion de los
restos de aminoacidos basada en la numeracion del polipéptido de quimotripsina maduro de la SEQ ID NO:556.
Alineacién de un dominio de la proteasa de otra serina proteasa, tal como, por ejemplo, el dominio de la proteasa del
factor X, se realiza con quimotripsina basandose en los modelos de correspondencia de secuencias derivados de la
modelizacion tridimensional y del solapamiento de estructuras de serina proteasas comunes (véase por ejemplo
Greer, J., Proteins Struct. Funct. Genet. 7 (1990) 317-334). En dicho caso, los aminoacidos del factor X que
corresponden a los aminoacidos de la quimotripsina estan proporcionando la numeracion de los aminoacidos de la
quimotripsina. En la Tabla 1 se proporcionan los nimeros de la quimotripsina correspondientes de las posiciones de
aminoéacidos 195 a 448, que corresponden al dominio de la proteasa de la cadena pesada del polipéptido de FX que
se muestra en la SEQ ID NO:134. Las posiciones de aminoacidos relativas a la secuencia que se muestra en la SEQ
ID NO:134 estan en fuente normal, los restos de aminoacidos en aquellas posiciones estan en negrita, y los nimeros
de la quimotripsina correspondientes estan en cursiva. Por ejemplo, tras la alineacién del factor FX maduro (SEQ ID
NO:134) con la quimotripsina madura (SEQ ID NO:556), la isoleucina (I) en la posicion de aminoacido 195 en el
factor X esta proporcionando la numeracion de la quimotripsina de 116. Los aminoacidos posteriores se numeran de
acuerdo con ello. Cuando un resto existe en una proteasa, pero no esta presente en la quimotripsina, el resto de
aminoacido se proporciona con una notacion con letra (por ejemplo, el resto 330 en la numeracion madura es el
resto 146A en la numeracién de la quimotripsina).

Tabla 1. Numeracién de la quimotripsina del Factor X

195 196 197 198 | 199 200 201 | 202 203 204 205 206 207 | 208 | 209

| \% G G Q E C K D G E C P W Q

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

210 211 212 213 | 214 215 216 | 217 218 219 220 221 222 | 223 | 224

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

225 226 227 228 | 229 230 231 | 232 233 234 235 236 237 | 238 | 239

46 a7 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

240 241 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 249 | 250 | 251 | 252 | 253 | 254

61 61A 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 73A

255 256 257 258 | 259 260 261 | 262 263 264 265 266 267 | 268 | 269

74 75 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89

270 271 272 273 | 274 275 276 | 277 278 279 280 281 282 | 283 | 284
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K H N R F T K E T Y D F D | A
90 91 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 99 | 100 | 101 | 102 | 103 | 104
285 | 286 | 287 | 288 | 289 | 290 | 291 | 292 | 293 | 294 | 295 | 296 | 297 | 298 | 299
v L R L K T P [ T F R M N v A
105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119
300 | 301 | 302 | 303 | 304 | 305 | 306 | 307 | 308 | 309 | 310 | 311 | 312 | 313 | 314
P A c L P E R D w A E S T L M
120 | 121 | 122 | 123 | 124 | 124A | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 129A | 130 | 131 | 132
315 | 316 | 317 | 318 [ 319 | 320 | 321 | 322 | 323 | 324 | 325 | 326 | 327 | 328 | 329
T Q K T | G | v s G F G R T H E
133 | 133A | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 145 | 146
330 | 331 | 332 | 333|334 | 335 | 336|337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342 | 343 | 344
K G R Q | s T R L K M L E v P Y
146A | 149 | 150 | 151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160 | 161 | 162
345 | 346 | 347 | 348 | 349 | 350 | 351 | 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359
v D R N S c K L S S S F | | T
163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176 | 177 | 178
360 | 361 | 362 | 363 | 364 | 365 | 366 | 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 | 374
Q N M F c A G | Y D T K Q E D A
178A | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184 | 185 | 185A | 185B | 186 | 187 | 188 | 189 | 190
375 | 376 | 377 | 378 | 379 | 380 | 381 | 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388 | 389
c Q G D S G G P H v T R F K D
191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198 | 199 | 200 | 201 | 202 | 203 | 204 | 205
300 | 391 | 392 | 393 | 394 | 395 | 396 | 397 | 398 | 399 | 400 | 401 | 402 | 403 | 404
T Y F v T G | v S w G E G | C A
206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 220 | 221
405 | 406 | 407 | 408 | 409 | 410 | 411 | 412 | 413 | 414 | 415 | 416 | 417 | 418 | 419
R K G K Y G | Y T K v T A F L
222 | 223 | 223A | 224 | 225 | 226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235
420 | 421 | 422 | 423 | 424 | 425 | 426 | 427 | 428 | 429 | 430 | 431 | 432 | 433 | 434
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236 237 238 239 | 240 241 242 | 243 244 245 246 247 248 | 249 | 250

435 436 437 | 438 | 439 | 440 | 441 | 442 | 443 444 | 445 | 446 | 447 | 448

K S H A P E \% | T S S P L K

251 252 253 254 | 255 256 257 | 258 259 260 261 262 263 | 264

Tal como se usa en el presente documento, los acidos nucleicos incluyen ADN, ARN y sus andlogos, incluyendo
acidos nucleicos peptidicos (ANP) y sus mezclas. Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.
Cuando se refieren a sondas o cebadores, que estan opcionalmente marcados, tales como con una marca
detectable, tal como una marca fluorescente o una radiomarca, se contemplan moléculas monocatenarias. Dichas
moléculas son normalmente de una longitud tal que su diana es estadisticamente Unica o de un ndmero bajo de
copias (normalmente menos de 5, generalmente menos de 3) para el sondeo o el cebado de una biblioteca.
Generalmente una sonda o cebador contiene al menos 14, 16 o 30 nucleétidos contiguos de secuencia
complementaria a o idénticos a un gen de interés. Las sondas y cebadores pueden 10, 20, 30, 50, 100 o mas acidos
nucleicos de longitud.

Tal como se usa en el presente documento, un péptido se refiere a un polipéptido que tiene de 2 a 40 aminoacidos
de longitud.

Tal como se usa en el presente documento, los aminoacidos que se producen en las diversas secuencias de
aminoacidos proporcionadas en el presente documento se identifican de acuerdo con sus tres letras o abreviaturas
de una letra conocidas (Tabla 2). Los nucleétidos que se producen en los diversos fragmentos de acidos nucleico se
designan con las designaciones de letra Unica convencionales utilizadas de forma rutinaria en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, un "aminoacido" es un compuesto organico que contiene un grupo
amino y un grupo de acido carboxilico. Un polipéptido contiene dos 0 mas aminoacidos. Para los fines del presente
documento, los aminoécidos incluyen los veinte aminoacidos de origen natural, los aminoacidos no naturales y los
analogos de aminoécidos (es decir, los aminoacidos en los que el carbono a tiene una cadena secundaria).

En el mantenimiento de la nomenclatura polipeptidica convencional descrita en J. Biol. Chem., 243: 3557-3559
(1968), y adoptada en 37 C.F.R. 8§ 1.821-1.822, las abreviaturas para los restos de aminoacidos se muestran en la
Tabla 2:

Tabla 2 - Tabla de Correspondencias

SIMBOLO

Cadigo de 1 letra [Codigo de 3 letra | AMINOACIDO
Y Tyr Tirosina
G Gly Glicina
F Phe Fenilalanina
M Met Metionina
A Ala Alanina
S Ser Serina
| lle Isoleucina
L Leu Leucina
T Thr Treonina
\Y Val Valina
P Pro prolina
K Lys Lisina
H His Histidina
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SIMBOLO

Cadigo de 1 letra |Codigo de 3 letra | AMINOACIDO
Q GIn Glutamina
E Glu Acido glutamico
z Glx Glu y/o GIn
w Trp Triptoéfano
R Arg Arginina
D Asp Acido aspartico
N Asn Asparaginas
B Asx Asn y/o Asp
C Cys Cisteina
X Xaa Desconocido u otro

Debe sefialarse que todas las secuencias de restos de aminoacidos representadas en el presente documento por
férmulas tienen una orientacién de izquierda a derecha en la direccion convencional del extremo amino al extremo
carboxilo. Ademas, la frase "resto de aminoacido" se define ampliamente para incluir los aminoacidos relacionados
en la Tabla de Correspondencias (Tabla 2) y los aminoacidos modificados e inusuales, tales como los citados en 37
C.F.R. 88 1.821-1.822. Ademas, debe sefialarse que una linea al comienzo o al final de una secuencia de resto de
aminodcido indica un enlace peptidico a una secuencia adicional de uno 0 mas restos de aminoacidos, en un grupo
del extremo amino tal como NHx o un grupo del extremo carboxilo tal como COOH.

Tal como se usa en el presente documento, un "aminoacido hidréfobo" incluye uno cualquiera de los aminoacidos
determinados para ser hidréfobos usando la escala consenso de hidrofobicidad de Eisenberg. llustrativos son los
aminoacidos hidrofobos que se producen naturalmente, tales como isoleucina, fenilalanina, valina, leucina,
triptéfano, metionina, alanina, glicina, cisteina y tirosina (Eisenberg et al., (1982) Faraday Symp. Chem. Soc. 17:109-
120). Se incluyen también los aminoacidos hidréfobos que no se producen naturalmente.

Tal como se usa en el presente documento, un "aminoéacido acido" incluye entre los aminoacidos de origen natural
restos de acido aspartico y acido glutdmico. Se incluyen también los aminoacidos acidos que no se producen
naturalmente.

Tal como se usa en el presente documento, un "aminoacido polar" se refiere a un aminoacido que es hidrdfilo, de tal
manera que las cadenas secundarias prefieren residir en un entorno acuoso (es decir, agua). Dichos aminoéacidos se
localizan generalmente sobre la superficie de una proteina. Dichos aminoacidos se clasifican generalmente si
incluyen aquellos con cadenas secundarias polares que tienen un grupo funcional tal como un acido, amida, alcohol
0 amina que contiene atomos de oxigeno o nitrégeno que pueden participar en el enlace de hidrégeno con agua.
llustrativos de dichos aminoécidos son la Arg (R), Asn (N), Asp (D), Glu (E), GIn (Q), His (H), Lys (K), Ser (S), Thr
(T), y Tyr (Y). Cys (C) y Trp (W) se consideran también por ser débilmente polares.

Tal como se usa en el presente documento, un aminoacido polar y neutro es un aminoacido polar que contiene una
cadena secundaria neutra. llustrativos de dichos restos de aminoacidos para la sustitucién son Asn (N), GIn (Q), Ser
(S), Thr (T), Cys (C) o Tyr (Y).

Tal como se usa en el presente documento, "aminoacidos de origen natural" se refieren a los 20 l-aminoacidos que
se producen en los polipéptidos.

Tal como se usa en el presente documento, "aminoacido no natural" se refiere a un compuesto organico que
contiene un grupo amino y un grupo de acido carboxilico que no es uno de los aminoacidos de origen natural
relacionados en la Tabla 2. Los aminoacidos de origen no natural incluyen por tanto, por ejemplo, aminoacidos o
analogos de aminoacidos diferentes de los 20 aminoacidos de origen natural e incluyen, aunque no de forma
limitativa, los D-isoesteredmeros de los aminoacidos. Los expertos en la materia conocen los aminoacidos no
naturales ilustrativos y pueden incluirse en un polipéptido de factor VII modificado.

Tal como se usa en el presente documento, los expertos en esta materia conocen las sustituciones de aminoacidos
conservativas adecuadas y se pueden realizar generalmente sin alterar la actividad biolégica de la molécula
resultante. Los expertos en esta técnica reconocen que, en general, las sustituciones de aminodacidos Unicas en
regiones no esenciales de un polipéptido no alteran sustancialmente la actividad bioloégica (véase, por ejemplo,
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Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 42 Edicion, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., pag. 224). Dichas
sustituciones pueden realizarse de acuerdo con aquellas que se muestran en la TABLA 3 del siguiente modo:

TABLA 3
Resto original|Sustituciéon conservativa ilustratival

Ala (A) Gly; Ser
Arg (R) Lys
Asn (N) GIn; His
Cys (C) Ser
GIn (Q) Asn
Glu (E) Asp
Gly (G) Ala; Pro
His (H) Asn; Gin

lle (1) Leu; Val
Leu (L) lle; Val
Lys (K) Arg; GIn; Glu
Met (M) Leu; Tyr; lle
Phe (F) Met; Leu; Tyr
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe
Val (V) lle; Leu

Son también permisibles otras sustituciones y se pueden determinar empiricamente o de acuerdo con sustituciones
conservativas conocidas.

Tal como se usa en el presente documento, una construcciéon de ADN es una molécula de ADN lineal o circular
monocatenaria o bicatenaria que contiene segmentos de ADN combinados y yuxtapuestos de una manera que no se
encuentra en la naturaleza. Las construcciones de ADN existen como resultado de la manipulacion humana, e
incluyen clones y otras copias de moléculas manipuladas.

Tal como se usa en el presente documento, un segmento de ADN es una porcion de una molécula de ADN mas
grande que tiene atributos especificados. Por ejemplo, un segmento de ADN que codifica un polipéptido especificado
es una porcién de una molécula de ADN mas grande, tal como un plasmido o fragmento de plasmido, que, cuando
se lee desde la direccion 5' a 3, codifica la secuencia de aminoacidos del polipéptido especificados.

Tal como se usa en el presente documento, el término polinucleétido significa un polimero monocatenario o
bicatenario de bases de desoxirribonucleétidos o bases de ribonucleétidos que se leen desde el extremo 5' a 3'. Los
polinucleétidos incluyen ARN y ADN, y se pueden aislar a partir de fuentes naturales, sintetizarse in vitro, o
prepararse a partir de una combinacién de moléculas naturales y sintéticas. La longitud de una molécula de
polinucleétido se proporciona en el presente documento en términos de nucleétidos (abreviado "nt") o pares de
bases (abreviado "pb"). el término nucleétidos se usa para moléculas monocatenarias y bicatenaria cuando el
contexto lo permite. Cuando el término se aplica a moléculas bicatenarias, se usa para denotar la longitud global y
se entendera que es equivalente al término pares de bases. Los expertos en la técnica reconoceran que dos hebras
de un polinucledtido bicatenario pueden diferir ligeramente en la longitud y que los extremos de las mismas se
pueden escalonar; por tanto, todos lo nucleétidos en una molécula de polinucleétido bicatenaria pueden no estar
emparejados. Dichos extremos sin emparejar no excederan en general de 20 nucleétidos de longitud.

Tal como se usa en el presente documento, "secuencia primaria” se refiere a la secuencia de restos de aminoacidos
en un polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, "similitud" entre dos proteinas o acidos nucleicos se refiere a la
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capacidad de relacion entre la secuencia de aminoacidos de las proteinas o las secuencias de nucleétidos de los
acidos nucleicos. La similitud puede estar basada en el grado de identidad y/o la homologia de las secuencias de los
restos y los restos contenidos en las anteriores. Los expertos en la materia conocen los métodos para evaluar el
grado de similitud entre proteinas o acidos nucleicos. Por ejemplo, en un método para evaluar la similitud de la
secuencia, dos aminoacidos o secuencias de nucleotidos se alinean de una manera que da como resultado un nivel
maximo de identidad entre las secuencias. "ldentidad" se refiere a la extensién en la cual las secuencias de
aminoacidos o nucledtidos son invariantes. La alineacién de las secuencias de aminoéacidos, y, en alguna extensién
las secuencias de nucleétidos, puede también tener en cuenta las diferencias conservativas y/o las sustituciones
frecuentes en los aminoacidos (o nucleétidos). Las diferencias conservativas son aquellas que preservan las
propiedades fisicoquimicas de los restos implicados. Las alineaciones pueden ser globales (alineacion de las
secuencias comparadas sobre la longitud completa de las secuencias y que incluye todos los restos) o local (la
alineacion de una porcion de las secuencias que incluye solo la regién o regiones mas similar o similares).

Tal como se usa en el presente documento, los términos "homologia" e "identidad" se utilizan indistintamente, pero
la homologia de las proteinas puede incluir cambios de aminoacidos conservativos. En general, para identificar las
posiciones que corresponden, las secuencias de aminoacidos se alinean de tal manera que se obtiene la
correspondencia de orden mayor (véase, por ejemplo: Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford
University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic
Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds., Humana
Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; Carillo et al.
(1988) SIAM J Applied Math 48:1073).

Tal como se usa en el presente documento, "identidad de la secuencia”" se refiere al nimero de aminoacidos
idénticos (0 bases de nucleétidos) en una comparacién entre un polipéptido o polinuclettido de ensayo y uno de
referencia. polipéptidos homologos se refiere a un nimero predeterminado de restos de aminoacidos idénticos u
homdlogos. La homologia incluye sustituciones conservativas de aminoacidos asi como restos idénticos. Se puede
determinar la identidad de la secuencia mediante programas de algoritmos de alineacion normalizados utilizados con
penalizaciones por defecto establecidas por cada suministrador. Las moléculas de acidos nucleicos homélogos se
refieren a un nimero predeterminado de nucleétidos idénticos u homélogos. La homologia incluye sustituciones de
tal manera que no cambien los aminoacidos codificados (es decir, "sustituciones silenciosas" asi como restos
idénticos. Las moléculas de acidos nucleicos sustancialmente homologas se hibridan todas normalmente con una
restriccion moderada o una restriccion alta en toda la longitud del acido nucleico o a lo largo de aproximadamente
70 %, 80 % o0 90 % de la molécula de acido nucleico de longitud completa de interés. Se contemplan también
moléculas de acidos nucleicos que contienen codones degenerados en lugar de codones en la molécula de acido
nucleico que se hibrida. (Para la determinacién de la homologia de las proteinas, se pueden alinear los aminoacidos
conservativos asi como los aminoacidos idénticos; en este caso, el porcentaje de identidad y el porcentaje de
homologia varia). Si cualquiera de las dos moléculas de acido nucleico tienen secuencias de nucleétidos (o
cualquiera de dos polipéptidos tienen secuencias de aminoacidos) se puede determinar que son al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % "idénticas" utilizando algoritmos informaticos conocidos tales como el
programa "FAST A", utilizando, por ejemplo, los parametros por defecto como en Pearson et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:(1988) 2444 (otros programas incluyen el paquete informatico GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids
Research 12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S.F., et al., J. Molec. Biol. 215:403 (1990); Guide
to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego (1994), y Carillo et al. SIAM J Applied Math
48: 1073 (1988)). Por ejemplo, se puede usar la funcion BLAST de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information para determinar la identidad. Otros programas comercial o publicamente disponibles
incluyen el programa DNAStar “MegAlign” (Madison, Wis.) y el programa “Gap” del grupo de genética informatizada
de la Universidad de Wisconsin (UWG) (Madison Wis.). Se puede determinar el porcentaje de homologia o identidad
de las moléculas de proteinas y/o acidos nucleicos, por ejemplo, comparando la informacién de la secuencia usando
un programa informatico GAP (por ejemplo, Needleman et al. J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), como se reviso por Smith
y Waterman (Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981)). En resumen, un programa GAP define la similitud como el nimero de
simbolos alineados (es decir, nucleétidos o aminoacidos) que son similares, dividido por el nimero total de simbolos
en la parte mas corta de las dos secuencias. Los parametros por defecto para el programa GAP pueden incluir: (1)
una matriz de comparacion unaria (que contiene un valor de 1 para las identidades y 0 para las no identidades) y la
matriz de comparacién ponderada de Gribskov et al. Nucl. Acids Res. 14: 6745 (1986), como se describe por
Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pags.
353-358 (1979); (2) una penalizacion de 3,0 para cada hueco y una penalizacion adicional de 0,10 para cada
simbolo en cada hueco; y (3) sin penalizacién para los huecos de los extremos.

Por lo tanto, como se utiliza en el presente documento, el término "identidad" representa una comparacion entre un
polipéptido o polinucledtido de ensayo y un polipéptido o polinucleétido de referencia. En un ejemplo no limitante, "al
menos un 90 % idéntico a" se refiere al porcentaje de identidades entre 90 a 100 % con respecto a los polipéptidos
de referencia. La identidad a un nivel del 90 % o mas es indicativa del hecho que, suponiendo objetivos ilustrativos
se compara la longitud de 100 aminoéacidos de un polinucleétido de ensayo y un polinucleétido de referencia, no mas
de un 10 % (i.e., 10 de 100) de los aminoacidos en el polipéptido de ensayo difieren de los de los polipéptidos de
referencia. Se pueden realizar comparaciones similares entre unos polinucledtidos de ensayo y referencia. Se
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pueden representar dichas diferencias como mutaciones puntuales distribuidas aleatoriamente sobre la longitud
completa de una secuencia de aminoacidos o se pueden agrupar en una 0 mas localizaciones de longitud variable
hasta el maximo permitido, por ejemplo, una diferencia de 10/100 aminoacidos (aproximadamente una identidad del
90 %). Se definen las diferencias como sustituciones, inserciones o deleciones de acidos nucleicos o aminoacidos.
Al nivel de homologias o identidades por encima de aproximadamente 85-90 %, El resultado debe ser independiente
de la configuracion de los parametros del programa y los parametros de huecos; se pueden evaluar facilmente los
mencionados niveles de identidad, a menudo sin basarse en el software.

Tal como se usa en el presente documento, Se entiende también que las expresiones "sustancialmente idéntico" o
"similar" varian con el contexto como se entiende por los expertos en la técnica relevante, pero que los expertos
pueden evaluar como tales.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia alineada se refiere al uso de la homologia (similitud y/o
identidad) para alinear las posiciones correspondientes en una secuencia de nucledtidos o aminodacidos.
Tipicamente, dos 0 mas secuencias que estan relacionadas en un 50 % o mas de identidad estan alineada. Un
conjunto alineado de secuencias se refiere a 2 0 mas secuencias que estan alineadas en las posiciones
correspondientes y pueden incluir la alineacion de las secuencias derivadas de los ARN, tales como los EST y otros
ADNCc, alineado con la secuencia de ADN gendémico.

Tal como se usa en el presente documento, "se hibrida especificamente" se refiere a la hibridacion, mediante
emparejamiento de bases complementarias, de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un oligonucleétido) con
una molécula de acido nucleico diana. Los expertos en la materia estan familiarizados con los parametros in vitro e
in vivo que afectan a la hibridacién especifica, tales como la longitud y la composicion de la molécula concreta. Los
parametros particularmente relevantes para la hibridacién in vitro incluyen ademas la hibridacion y la temperatura de
lavado, la composicion del tampon y la concentracion salina. Las condiciones de lavado ilustrativas para eliminar las
moléculas de &cido nucleico no unidas especificamente con una restriccion alta son 0,1 x SSPE, SDS al 0,1 %,
65 °C, y a restriccion media son 0,2 x SSPE, SDS al 0,1 %, 50 °C. Se conocen en la técnica condiciones de
restriccion equivalentes. La persona experta puede ajustar facilmente estos parametros para conseguir la hibridacion
especifica de una molécula de acido nucleico con una molécula de acido nucleico diana adecuada para una
aplicacién concreta.

Tal como se usa en el presente documento, La referencia a una proteina aislada o proteina purificada o proteina
cataliticamente activa de la misma significa que esta sustancialmente exenta de material celular u otras proteinas
contaminantes procedentes de las células o tejidos a partir de la cual se deriva la proteina, o sustancialmente exenta
de precursores quimicos u otras sustancias quimicas cuando se sintetiza quimicamente. Se puede determinar que
las preparaciones estén sustancialmente exentas si aparecen exentas de impurezas facilmente detectables como se
determina mediante los métodos de analisis convencionales, tales como cromatografia en capa fina (TLC),
electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), utilizados por los expertos en la materia
para evaluar dicha pureza, o suficientemente puros de tal manera que la purificaciéon adicional no alteraria de forma
detectable las propiedades fisicas y quimicas, tal como las actividades proteoliticas y biologicas, de la sustancia. Los
expertos en la materia conocen los métodos para la purificacion de las proteinas producen polipéptidos
sustancialmente puros.

La expresion sustancialmente exento de material celular incluye preparaciones de proteinas en las que la proteina
se separa de los componentes celulares de las células a partir de los cuales se aisla o se produce de forma
recombinante. En una realizacién, la expresion sustancialmente exento del material celular incluye preparaciones de
proteinas proteasas que tienen menos de aproximadamente 30 % (en peso seco) de proteinas no proteasas citadas
también en el presente documento como proteinas contaminantes), generalmente menos de aproximadamente 20 %
de proteinas no de proteasas o 10% de proteinas no de proteasas o menos de aproximadamente 5 % de proteinas
no proteasas. Cuando la proteina de proteasa o una porcién activa de la misma se produce de forma recombinante,
esta también sustancialmente exenta de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos de,
aproximadamente, o igual al 20 %, 10 % o 5 % del volumen de preparacién de la proteina de proteasa.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion sustancialmente exento de precursores quimicos u otras
sustancias quimicas incluye preparaciones de proteinas de proteasas en las que la proteina se separa de los
precursores quimicos u otras sustancias quimicas que estan implicadas en la sintesis de la proteina. La expresién
incluye preparaciones de proteinas de proteasas que tienen menos de aproximadamente 30 % (en peso en seco),
20 %, 10 %, 5 % o menos de precursores quimicos o0 sustancias o componentes quimicos no de proteasas.

Tal como se usa en el presente documento, la produccidon mediante métodos recombinantes utilizando métodos de
ADN recombinante se refiere al uso de métodos bien conocidos de biologia molecular para expresar proteinas
codificadas por ADN clonado.

Tal como se usa en el presente documento, el vector (o0 plasmido) se refiere a elementos discretos que se utilizan

para introducir acidos nucleicos heterélogos en células para cualquier expresion o replicacion de los mismos. Los
vectores siguen siendo normalmente episdmicos, pero se pueden disefiar para efectuar la integracion de un gen o
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porcion del mismo en un cromosoma del genoma. Se contemplan también vectores que son cromosomas artificiales,
tales como cromosomas atrtificiales bacterianos, cromosomas artificiales de levaduras y cromosomas artificiales de
mamiferos. La seleccién y el uso de dichos vehiculos son bien conocidos de los expertos en la materia.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion se refiere al proceso por el cual se transcribe el acido
nucleico en ARNm y se traduce en péptidos, polipéptidos, o proteinas. Si el acido nucleico se deriva de ADN
gendmico, la expresion puede, si se selecciona una célula u organismo hospedador eucariota adecuado, incluye el
procesamiento, tal como el corte y empalme del ARNm.

Tal como se usa en el presente documento, un vector de expresion incluye vectores capaces de expresar ADN que
esta unido operativamente con secuencias reguladoras, tales como regiones promotoras, que son capaces de
efectuar la expresion de dichos fragmentos de ADN. Dichos segmentos adicionales pueden incluir secuencias
promotoras y terminadoras, y opcionalmente puede incluir uno o mas origenes de replicacion, uno o mas
marcadores seleccionables, un potenciador, una sefial de poliadenilacion, y similares. Los vectores de expresion se
derivan generalmente de ADN plasmido o virico o pueden contener elementos de ambos. Por lo tanto, un vector de
expresion se refiere a una construcciéon de ADN o ARN recombinante, tal como un plasmido, un fago, un virus
recombinante u otro vector que, tras la introduccion en una célula hospedadora adecuada, da como resultado la
expresion del ADN clonado. Los vectores de expresién adecuados son bien conocidos por los expertos en la materia
e incluyen aquellos que son replicables en células eucariotas y/o células procariotas y aquellos que siguen siendo
episémicos o aquellos que se integran en el genoma de la célula hospedadora.

Tal como se usa en el presente documento, vector incluye también "vectores de virus" o "vectores viricos". Los
vectores viricos son virus disefiados mediante ingenieria genética que estan unidos operativamente a genes
exdgenos para transferir (como vehiculos o lanzaderas) los genes exdgenos en células.

Tal como se usa en el presente documento, un adenovirus se refiere a cualquiera de un grupo de virus que
contienen ADN que producen conjuntivitis e infecciones del tracto respiratorio superior en seres humanos.

Tal como se usa en el presente documento, ADN puro se refiere a ADN exento de histona que se puede usar para
vacunas y terapia génica. EIl ADN puro es el material genético que se pasa de célula a célula durante una
transferencia génica procesada denominada transformacion o transfeccion. En la transformacién o transfeccion, el
ADN purificado o pro que es capturado por la célula receptora proporcionarda a la célula receptora una nueva
caracteristica o fenotipo.

Tal como se usa en el presente documento, unido de forma operable u operativa, cuando se refiere a segmentos de
ADN, significa que los segmentos se disponen de tal manera que funcionan en concierto para sus fines previstos,
por ejemplo, la transcripcion se inicia en el promotor y continla a través del segmento codificante hasta el
terminador.

Tal como se usa en el presente documento, un agente que modula la actividad de una proteina o la expresion de un
gen o acido nucleico tanto disminuye como aumenta o altera de otra forma la actividad de la proteina o, de alguna
manera, regula en exceso o por defecto o altera de otra forma la expresién del acido nucleico en una célula.

Tal como se usa en el presente documento, una "proteina quimérica" o "proteina de fusion" se refiere a un
polipéptido unido operativamente a un polipéptido diferente. Una proteina quimérica o de fusién proporcionada en el
presente documento puede incluir uno o mas polipéptidos de FX modificados, o una parte de los mismos, y uno o
mas polipéptidos diferentes para una cualquiera o mas de unas sefiales de control de la transcripcién /traduccion,
secuencias de sefializacion, una etiqueta para la localizacién, una etiqueta para la purificacion, parte de un dominio
de una inmunoglobulina G, y/o un agente de direccionamiento. Un polipéptido de FX quimérico incluye también
aquellos que tienen sus dominios o regiones enddgenas del polipéptido intercambiadas con otro polipéptido. Estas
proteinas quiméricas o de fusién incluyen aquellas producidas por medios recombinantes como las proteinas de
fusion, aquellas producidas por medios quimicos, tales como mediante acoplamiento quimico, mediante, por
ejemplo, acoplamiento con grupos sulfhidrilo, y aquellos producidos por cualquier otro método por el cual al menos
un polipéptido (es decir, FX), o una porcion del mismo, se une, directa o indirectamente mediante enlazador(es) con
otro polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, unido operativamente, cuando se refiere a una proteina de fusion se
refiere a un polipéptido de proteasa y un polipéptido no de proteasa que se fusionan en marco entre si. El polipéptido
no de proteasa se puede fusionar al extremo N o al extremo C del péptido de proteasa.

Tal como se usa en el presente documento, un resto de direccionamiento, es cualquier resto, tal como una proteina
0 una porcion eficaz de la misma, que proporciona unién especifica a una molécula en la superficie de una célula, tal
como un receptor superficial celular, que en algunos casos puede internalizar un conjugado unido o porcion del
mismo. Un agente de direccionamiento también puede ser uno que promueve o facilita, por ejemplo, el aislamiento
por afinidad o la purificacién del conjugado; la union del conjugado a una superficie; o la deteccion del conjugado o
los complejos que contienen el conjugado.
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Tal como se usa en el presente documento, un derivado o analogo de una molécula se refiere a una porcion
derivada de o una versién modificada de la molécula.

Tal como se usa en el presente documento, "enfermedad o trastorno" se refiere a una dolencia patoldgica en un
organismo resultante de una causa o dolencia que incluye, aunque no de forma limitativa, infecciones, dolencias
adquiridas, dolencias genéticas, y se caracteriza por sintomas identificables. Las enfermedades y trastornos de
interés en el presente documento son aquellas que implican la coagulacion, incluyendo aquellas mediadas por las
proteinas de la coagulacion y aquellas en las que las proteinas de la coagulacion juegan un papel en la etiologia o
patologia. Las enfermedades y trastornos incluyen también aquellos que estan producidos por la ausencia de una
proteina tal como en la hemofilia, y de particular interés en el presente documento son aquellos trastornos donde no
se produce la coagulacién debido a una deficiencia o defecto en la proteina de la coagulacion.

Tal como se usa en el presente documento, "procoagulante” se refiere a cualquier sustancia que promueve la
coagulacioén de la sangre.

Tal como se usa en el presente documento, "anticoagulante" se refiere a cualquier sustancia que inhibe la
coagulacién de la sangre.

Tal como se usa en el presente documento, "hemofilia" se refiere a un trastorno hemorragico producido por una
deficiencia en los factores de coagulacion de la sangre. La hemofilia puede ser el resultado, por ejemplo, de la
ausencia, la expresion reducida, o la funcién reducida de un factor de coagulacién. El tipo mas comin de hemofilia
es la hemofilia A, que es el resultado de una deficiencia en el factor VIII. El segundo tipo mas comun de hemofilia es
la hemofilia B, que es el resultado de una deficiencia en el factor IX. La hemofilia C, denominada también deficiencia
FXI, es la forma mas leve y menos comun de la hemofilia.

Tal como se usa en el presente documento, "hemofilia congénita" se refiere a los tipos de hemofilia que son
heredados. La hemofilia congénita es el resultado de una mutacién, delecidn, insercion u otra modificacion de un gen
del factor de regulacion en el que la produccion del factor de coagulacion esta ausente, es reducida o no funcional.
Por ejemplo, mutaciones hereditarias en los genes de los factores de coagulacién, tales como el factor VIl y el factor
IX dan como resultado hemofilias congénitas, Hemofilia A y B, respectivamente.

Tal como se usa en el presente documento, "hemofilia adquirida" se refiere a un tipo de hemofilia que se desarrolla e
la edad adulta a partir de la produccion de autoanticuerpos que inactivan FVIII.

Tal como se usa en el presente documento, "trastorno hemorragico" se refiere a una dolencia en la que el sujeto
tiene una capacidad disminuida de controlar la hemorragia debido a una mala coagulacién de la sangre. Los
trastornos hemorragicos pueden ser heredados o adquiridos y pueden ser el resultado de, por ejemplo, defectos o
deficiencias en la ruta de la coagulacion, defectos o deficiencias en la actividad plaquetaria, o defectos vasculares.

Tal como se usa en el presente documento, "trastorno hemorragico adquirido” se refiere a trastornos hemorragicos
que son el resultado de deficiencias en la coagulacion producidas por dolencias tales como enfermedades hepaticas,
deficiencia de vitamina K, o cumadina (warfarina) u otra terapia anticoagulante.

Tal como se usa en el presente documento, "tratar" un sujeto que tiene una enfermedad o dolencia significa que un
polipéptido, composicién u otro producto proporcionado en el presente documento se administra al sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, un agente terapéutico, régimen terapéutico, radioprotector, o sustancia
quimioterapéutica significa farmacos convencionales y terapias farmacoldgicas, incluyendo vacunas, que son
conocidas por los expertos en la materia. Son bien conocidos en la técnica los agentes radioterapéuticos.

Tal como se usa en el presente documento, tratamiento significa cualquier manera en la que los sintomas de una
dolencia, trastorno o enfermedad se mejoran o se alteran beneficiosamente de otra forma. por tanto, el tratamiento
abarca la profilaxis, la terapia y/o la cura. El tratamiento abarca también cualquier uso farmacéutico de las
composiciones del presente documento. El tratamiento abarca también cualquier uso farmacéutico de un FX
modificado y las composiciones proporcionadas en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, la mejora de los sintomas de una enfermedad o trastorno concreto
mediante un tratamiento, tal como mediante la administracion de una composicién farmacéutica u otra sustancia
terapéutica, se refiere a cualquier disminucion, tanto permanente como temporal, duradera o transitoria, de los
sintomas que pueden atribuirse a 0 asociarse con la administracion de la composicién o sustancia terapéutica.

Tal como se usa en el presente documento, la prevencion o la profilaxis se refiere a los métodos en los que se
reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad o dolencia. La profilaxis incluye la reduccién en el riesgo de desarrollar
una enfermedad o dolencia y/o una prevencion del empeoramiento de los sintomas o una progresion de una
enfermedad o reduccion en el riesgo de empeoramiento de los sintomas o progresion de una enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, una cantidad eficaz de un compuesto o composicién para tratar una
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enfermedad concreta es una cantidad que es suficiente para mejorar, o en alguna manera reducir los sintomas
asociados con la enfermedad. Dicha cantidad puede administrarse como una Unica dosificacion o puede
administrarse de acuerdo con un régimen, por lo cual es eficaz. La cantidad puede curar la enfermedad pero,
tipicamente, se administra a fin de mejorar los sintomas de la enfermedad. Tipicamente, se requiere la
administracion repetida para conseguir la mejora deseada de los sintomas.

Tal como se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosis terapéuticamente eficaz" se
refiere a un agente, compuesto, material o0 composiciéon que contiene un compuesto que es al menos suficiente para
producir un efecto terapéutico. Una cantidad eficaz es la cantidad de agente terapéutico necesaria para prevenir,
curar, mejorar, detener o detener parcialmente un sintoma de una enfermedad o trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, "paciente” o "sujeto” que se va a tratar incluye animales humanos o
animales no humanos, incluyendo mamiferos. Los mamiferos incluyen primates, tales como seres humanos,
chimpancés, gorilas y monos; animales domesticados, tales como perros, caballos, gatos, cerdos, cabras, vacas; y
roedores tales como ratones, ratas, hamsteres, y jerbos.

Tal como se usa en el presente documento, Una combinacién se refiere a cualquier asociacion entre dos o entre
mas elementos. La asociacion puede ser espacial o referirse al uso de dos 0 mas elementos para un fin comun.

Tal como se usa en el presente documento, una composicién se refiere a cualquier mezcla de dos o mas productos
o compuestos (por ejemplo, agentes, moduladores, reguladores, etc.). Este puede ser una solucién, una suspension,
liquido, polvo, una pasta, formulaciones acuosas o0 no acuosas o cualquier combinacion de las mismas.

Tal como se usa en el presente documento, un "articulo de fabricacién es un producto que se hace y se vende.
Como se usa a lo largo de esta solicitud, se pretende que la expresién abarque polipéptidos de proteasas
modificados y acidos nucleicos contenidos en articulos de embalaje.

Tal como se usa en el presente documento, fluido se refiere a cualquier composicion que puede fluir. Los fluidos
abarcan por tanto composiciones que estan en la forma de semisélidos, pastas, soluciones, mezclas acuosas, geles,
lociones, cremas y otras de las mencionadas composiciones.

Tal como se usa en el presente documento, un "kit" se refiere a una combinacion embalada, que incluye
opcionalmente reactivos y otros productos y/o componentes para practicar los métodos usando los elementos de la
combinacién. Por ejemplo, se proporcionan kits que contienen un polipéptido de proteasa modificado o una molécula
de &cido nucleico proporcionada en el presente documento y otro elemento para un fin que incluye, aunque no de
forma limitativa, la administracion, el diagnéstico, y la evaluacién de una actividad o propiedad bioldgica. Los kits
incluyen opcionalmente instrucciones para su uso.

Tal como se usa en el presente documento, animal incluye cualquier animal, tal como, aunque no de forma limitativa;
primates, incluyendo seres humanos, gorilas y monos; roedores, tales como ratones y ratas; aves, tales como
gallinas; rumiantes, tales como cabras, vacas, ciervos, ovejas; ovinos, tales como cerdos y otros animales. Los
animales no humanos excluyen seres humanos como el animal contemplado. Las proteasas proporcionadas en el
presente documento son de cualquier fuente, animal, vegetal, procariota y fungica.

Tal como se usa en el presente documento, la terapia génica implica la transferencia de acido nucleico heterélogo,
tal como ADN, en determinadas células, células diana, de un mamifero, concretamente un ser humano, con un
trastorno o dolencia para el cual se busca dicha terapia. Para los fines del presente documento, la terapia génica
implica la transferencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente
documento. El 4cido nucleico, tal como ADN, se introduce en las células diana seleccionadas, tal como directamente
0 en un vector u otro vehiculo de administracién, de una manera tal que el acido nucleico heterélogo, tal como ADN,
se expresa, y se produce por tanto un producto terapéutico codificado. Como alternativa, el acido nucleico
heterdlogo, tal como ADN, puede de alguna manera mediar en la expresién del ADN que codifica el producto
terapéutico, o puede codificar un producto, tal como un péptido o un ARN que en alguna manera media, directa o
indirectamente, la expresién de un producto terapéutico. Se puede usar también la terapia génica para administrar
un acido nucleico que codifica un producto génico que sustituye un gen defectivo o suplementa un producto génico
producido por el mamifero o la célula en la que se introduce. El acido nucleico introducido puede codificar un
compuesto terapéutico, tal como una proteasa o proteasa modificada, que no se produce normalmente en el
mamifero hospedador o que no se produce en cantidades terapéuticamente eficaces o en un tiempo
terapéuticamente Util. El &cido nucleico heterélogo, tal como ADN, que codifica el producto terapéutico puede
modificarse antes de la introduccion en las células del hospedador afectado a fin de potenciar o alterar de otra forma
el producto o la expresion del mismo. La terapia genética puede implicar también la administracion de un inhibidor o
represor u otro modulador de la expresién génica.

Tal como se usa en el presente documento, un producto terapéuticamente eficaz para la terapia génica es un

producto que esta codificado por un acido nucleico heterélogo, tipicamente ADN, que, tras la introduccion del acido
nucleico en un hospedador, expresa un producto que mejora o elimina los sintomas, manifestaciones o
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enfermedades heredadas o adquiridas o que cura la enfermedad. Se incluyen también moléculas de acido nucleico
biolégicamente activas, tales como ARNi y ARN de sentido contrario.

Tal como se usa en el presente documento, la enumeracion de que un polipéptido "consiste esencialmente” de una
secuencia enumerada de aminoacidos significa que solo esta presente la porcion enumerada, o un fragmento de la
misma, del polipéptido de longitud completa. el polipéptido puede opcionalmente, y generalmente incluira
aminoacidos adicionales procedentes de otra fuente o se pueden insertar en otro polipéptido.

Tal como se usa en el presente documento, las formas en singular "un/una"”, "uno" y "el/la" incluyen las referencias
en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia al compuesto,
gue comprende "un dominio extracelular" incluye compuestos con uno o una pluralidad de dominios extracelulares.

Tal como se usa en el presente documento, los intervalos y cantidades pueden expresarse como
".aproximadamente" un valor o intervalo concreto. Aproximadamente incluye también la cantidad exacta. Por tanto
"aproximadamente 5 bases" significa "aproximadamente 5 bases" y también "5 bases".

Tal como se usa en el presente documento, "opcional” u "opcionalmente " significa que el evento o circunstancia
posteriormente descrito se produce o no se produce, y que la descripcion incluye ejemplos donde dicho evento o
circunstancia se produce y eventos donde no se produce. Por ejemplo, un grupo opcionalmente sustituido significa
que el grupo no esta sustituido o esta sustituido.

Tal como se usa en el presente documento, las abreviaturas para cualquier grupo protector, aminoacidos y otros
compuestos, estan, a menos que se indique lo contrario, de acuerdo con su utilizacion comun, las abreviaturas
reconocidas, o la Comisién de la IUPAC-IUB sobre la nomenclatura bioquimica (véase, (1972) Biochem. 11:1726).

B. Hemostasia y Factor X

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de Factor X (FX) modificados, que incluyen polipéptidos con
factor X activado modificados (FXa) y fragmentos de los mismos cataliticamente activos. Como la primera enzima en
la ruta comun de formacion del trombo, FX ocupa una Unica e importante posicion en la cascada de coagulacion.
Deficiencias en los factores de coagulacién IX o VIII, antes de FX, conducen a una produccién inadecuada de FXa.
La consecuencia de una FXa inadecuada son los niveles reducidos de trombina y fibrina formadora de coagulos, que
dan como resultado hemofilia (Roberts et al. (2006). Hemophilia A and hemophilia B. En MA Lichtman et al., eds.,
Williams Hematology, 72 ed., pags. 1867-1886. Nueva York: McGraw-Hill). Por lo tanto, FX es una terapéutica
atractiva para derivar deficiencias en los factores de coagulacion posteriores, y podria ser también util en otros,
independientes de hemofilia, aplicaciones médicas, tales como promover la coagulaciéon de la sangre durante o
después de procedimientos quirdrgicos.

Aunque FXa tiene el potencial para servir como procoagulante terapéutico que deriva las deficiencias en otros
factores de coagulacién en la cascada, el uso de FX completamente funcional como una sustancia terapéutica ha
demostrado ser impracticable debido a la excesiva activacion de la coagulaciéon sistémica. mientras que la
asociacion de FXa activo con su cofactor activado, FVa, para formar el complejo de la protrombinasa de como
resultado un aumento mayor de 100.000 veces en la activacion de la trombina, FXa solo es capaz de bajos niveles
de activacion de la trombina (Nesheim et al. (1979) J. Biol. Chem., 254:10952-10962). Por lo tanto, la infusion de
FXa puede dar como resultado una estimulacion indeseable de la coagulacién. De hecho, la administracién de FXa
produce la generacién de trombina in vivo y se usa para inducir la coagulacion intravascular diseminada (DIC) en
modelos animales (Kruithof et al. (1997) Thombosis and Haemostasis 77(2):308-311; Giles et al. (1984) J. Clin.
Invest. 74(6):2219-2225). Por lo tanto, el uso de FXa como sustancia terapéutica esta limitado debido a los riesgos
de que dichas preparaciones farmacéuticas sea trombogénicas y pudieran dar lugar a la coagulacion intravasal
diseminada. Por consiguiente, la investigacion para el uso de FX como una sustancia terapéutica se ha centrado
sobre el uso del FX zimogeno inactivo (véase por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.501.731). Los
polipéptidos de FX modificados, incluyendo los polipéptidos de FXa modificados, proporcionados en el presente
documento superan estos problemas.

Otra limitacion del uso de FXa como sustancia terapéutica reside en la corta semivida de FXa en circulacién debido
a la rapida inactivacion del mismo por los inhibidores de la proteasa en plasma, tales como antitrombina (AT) Ill y
proteina C (Gitel et al. (1984) J. Biol. Chem. 259(11):6890-6895; Giles et al. (1988) Br. J. Haematol. 69(4):491-497).

Las actividades indeseables de FXa no se limitan a aquellas de la ruta de coagulacién. FXa juega también un papel
bien documentado en la activacién de las rutas inmunitaria, inflamatoria y de la mitogénesis a una respuesta a la
lesion (Altieri (1993) Blood 81:569-579; Altieri (1995) FASEB J. 9:860-865; Cirino et al. (1997) J. Clin. Invest.
99(10):2446-2451; Leadley et al. (2001) Curr. Opin. Pharmacol. 1(2): 169-175). La activacion mediada por FXa de
las rutas inmunitaria, inflamatoria y de la mitogénesis, pueden dar como resultados efectos indeseados tales como
edema (Cirino et al. (1997) J. Clin. Invest. 99(10):2446-2451). Estas actividades de FXa se producen de forma
independiente al Factor V, y se describen con mas detalle a continuacion.
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De forma importante, la conformacion del zimégeno del Factor X (descrita a continuacion) no es capaz de activar las
rutas anteriormente mencionadas (Ambrosini et al. (1997) J. Biol. Chem. 272(13):8340-8345). Por lo tanto, para
superar las dificultades de utilizar FXa como sustancia terapéutica descritas anteriormente, los polipéptidos de FXa
proporcionados en el presente documento se modifican para alterar las capacidades estructurales del polipéptido de
tal manera que los polipéptidos imitan la conformacion del zimégeno y presenta baja a nula actividad en ausencia de
FVa. en presencia de niveles de saturacion de FVa, sin embargo, la actividad de los mutantes de FXa se restaura
completamente una vez ensamblados en el complejo de la protrombinasa. Como se demuestra en el presente
documento, las formas de FXa de FX modificado proporcionadas en el presente documento incluyen aquellas que
presentan una dependencia relativa del cofactor como una relacién de la actividad catalitica en presencia de FVa en
comparacién con su ausencia de mas de o igual a 150.000 o mas, y generalmente mas de o igual a 300.000 o0 mas,
gue es aproximadamente 50 veces a 100 veces 0 mas de la presentada por FXa natural.

Los mutantes de FXa existentes en la técnica que estan indicados para presentar actividad analoga al zimégeno,
tales como el mutante 1195L (que corresponde a I16L en la numeracién de la quimotripsina, véanse Ivanciu et al.
(2011) Nature Biotechnology, 29:1028-1033 y Bunce et al. (2011) Blood, 117:290-8), retienen todavia la actividad
sustancial en ausencia de FVa. Esto puede limitar las aplicaciones terapéuticas de determinados mutantes de FXa
analogos a zimoégeno. Se encuentra en el presente documento que los polipéptidos analogos a zimégeno de FXa
modificados que presentan una dependencia muy aumentada del cofactor presentan ventajas terapéuticas que
facilitan la coagulacion sin conferir la toxicidad asociada con trombosis o inflamacién. Por lo tanto, se proporcionan
en el presente documento dichos polipéptidos de FXa modificados. Ademas, los polipéptidos de FXa proporcionados
en el presente documento incluyen también aquellos que resisten la inactivacion por los inhibidores de la proteasa
en plasma, tales como ATIII, y de otra forma, presentan semivida en circulacion aumentada o mejorada.

Las siguientes secciones y subsecciones describen la ruta de coagulacion, la estructura, el procesamiento y la
regulacion de las formas FX (por ejemplo, formas zimégenas y de FXa), y la funcion de FX en la ruta de coagulacion.
Se describen también a continuacion la estructura, la funcion, y la regulacién de las actividades dependientes e
independientes de FV.

1. Ruta de coagulacién

La coagulacion es un proceso complejo por el cual la sangre forma coagulos. Es una parte importante de la
hemostasia, el cese de la pérdida de sangre desde un vaso dafiado, en el que la pared de un caso sanguineo
dafiado se cubre por un coagulo que contiene plaquetas y fibrina detiene la hemorragia y comienza a reparar el vaso
dafado. Los trastornos de la coagulacion pueden conducir a un riesgo aumentado de sangrado (hemorragia) o a una
coagulacién obstructiva (trombosis). La ruta de la coagulacion estd muy conservada e implica componentes
celulares (plaquetas) y proteinas (factores de coagulacién). En la fase primaria de la coagulacion, las plaguetas se
activan para formar un tapén hemostatico en el sitio de la lesién. Sigue una hemostasia secundaria, que implica
factores de coagulacion plasmaticos, que actdan en una cascada proteolitica dando como resultado la formacién de
hebras de fibrina que refuerzan el tapon plaquetario.

La cascada proteolitica, que conduce al refuerzo del tapon plaquetario, se produce por una serie de reacciones, en
las que un zimégeno en circulacidon (precursor enzimatico inactivo) de una serina proteasa y su glicoproteina
cofactora se activan para volverse componentes activos que a continuacién catalizan la siguiente reaccion en la
cascada, dando como resultado en ultima instancia fibrina reticulada. Los factores de coagulacion se indican
generalmente por nimeros romanos (por ejemplo, factor X). Una "a" en mindscula afiadida al nimero romano indica
una forma activa (por ejemplo, factor Xa).

La cascada de coagulacion esta clasicamente dividida en tres rutas: la ruta extrinseca (o Factor Tisular), la ruta
intrinseca (o activacioén por contacto) y la ruta comin (véase la Figura 2). Las rutas intrinseca y extrinseca se
producen en paralelo, y converge en el factor X para formar la ruta comuan, que da como resultado la formacién de
un coagulo de fibrina (Mann et al. (1990) Blood, 76(1):1-16).

a. Ruta de coagulacion del Factor Tisular (Extrinsec  0)

La coagulacién se inicia casi instantaneamente tras una lesion en el vaso sanguineo que ha dafiado el revestimiento
del endotelio del vaso. La ruta primaria para el inicio de la coagulacién de la sangre es la ruta del Factor Tisular. El
Factor Tisular (TF) es una proteina transmembrana, expresada sobre la superficie de las células normalmente no
expuestas al flujo de la sangre. Tras la exposicién a la sangre, TF se asocia con la serina proteasa del Factor VII en
circulacion (FVII), que conduce a la activacién del Factor VII (FVIla) en la superficie de la membrana. El complejo
TF/FVIla (denominado también tenasa) cataliza a continuacién la conversion del Factor X (FX) en circulacion inactivo
en la serina proteasa activa (FXa) sobre la superficie de la célula que transporta TF.

b. Ruta de coagulacién intrinseca
La ruta de coagulacion intrinseca implica enzimas que estan intrinsecamente presentes en plasma y comienza con

la formacion de un complejo de proteinas, que incluye el Factor Xl (FXII), sobre colageno expuesto después que la
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integridad de un vaso sanguineo esta comprometida. Entre otros eventos, FXIl se activa a FXlla para iniciar la
cascada de las proteasas. FXlla convierte (Factor XI) FXI en FXla. El Factor Xla activa el Factor IX (FIX) a FIXa.
FIXa forma a continuacién un complejo tenasa con su glicoproteina cofactora, FVllla, que activa FX a FXa sobre la
superficie de las plaquetas activadas.

c. Ruta comun

Las rutas extrinseca e intrinseca convergen tras la escision de la forma zimégena de FX por los complejos TF/FVlla
y FVllla/FIXa tenasa, y por tanto, la activacion de FX, para formar FX activo (FXa) (Figura 2). La interaccién de FXa
con su cofactor activado, Factor V (FVa), en una estequiometria 1:1, en presencia de Ca” conduce a la formacion
del complejo de la protrombinasa asociado a membrana. El complejo de la protrombinasa se forma en la superficie
de la membrana por asociacion de FXa con su cofactor de FVa, protrombina del sustrato y un fosfolipido superficial.
La protrombinasa actda escindiendo la protrombina (denominada también Fll) en Arg 323-1le324, seguido por la
escision en Arg 274-Thr275 para dar como resultado la serina proteasa activa, trombina (denominada también Flla)
(Krishnaswamy et al. (1986) J. Biol. Chem., 261:8977-8984; Krishnaswamy et al. (1987) J. Biol. Chem., 262:3291-
3299). A continuacién, la trombina convierte el fibrindgeno en fibrina, que conduce a un coagulo en el sitio de la
lesion tras la reticulacion de las proteinas de la fibrina por la transglutaminasa del Factor XllI activado.

Ademas de convertir fibrindgeno en fibrina, la trombina activada por FXa esta implicada en la amplificacién y
propagacion de la coagulacion mediante retroalimentacién para activar ademas la ruta de la coagulacion intrinseca
escindiendo directamente, y escindiendo por tanto, diversos componentes de la ruta de coagulacion intrinseca (por
ejemplo, convirtiendo el Factor Xl en Factor Xla y convirtiendo el Factor VIII en Factor Vllla). La trombina propaga
también la coagulacion y el trombo activando el Factor V de la ruta comin y activando las plaquetas.

Ademas de su papel en el complejo de la protrombinasa, FXa es capaz de actividad de retroalimentacion activando
los factores de coagulacion, Ademas de la trombina, incluyendo FV, FVIIl, y FVII y puede jugar un papel en la
activacion de los receptores activados por las proteasas (PAR) (Foster et al. (1983) J. Biol. Chem., 258(22):13970-
13977; Eaton et al. (1986) Biochemistry, 25(2):505-512; Butenas y Mann (1996) Biochemistry, 35(6):1904-1910).

2. Actividad independiente del Factor V

En ausencia del Factor V/Va, FXa es capaz de bajos niveles de activacioén de la trombina y funciona también en
eventos celulares no hemostaticos, incluyendo la mediacion de las respuestas inflamatorias, la expresion génica, y la
proliferacion celular (Camerer et al. (1999) J. Biol. Chem. 274:32225-32233; Cirino et al. (1997) J. Clin. Invest.
99(10):2446-2451; Gajdusek et al. (1986) J. Cell Biol. 103:419-428; Gasic et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
89:2317-2320; Herbert et al. (1998) J. Clin. Invest. 101:993-1000; Ko et al. (1996) J. Clin. Invest. 98:1493-1501;
Papapetropoulos et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:4738-4742; Senden et al. (1998) J. Immunol 161:4318-
4324). Estas actividades independientes de FV/FVa s describen con detalle a continuacion.

a. Activacion de la trombina

En ausencia de su cofactor del Factor Va, FXa mantiene alguna actividad catalitica, conduciendo a la activacion de
la protrombina, aunque reducida significativamente (Nesheim et al. (1979) J. Biol. Chem., 254:10952-10962). Las
rutas de activacion de la protrombina son distintas dependiendo de si FXa esta en solucién o incorporado en el
complejo de la protrombinasa con FVa sobre la superficie de los fosfolipidos. En solucion, la activacién de la
protrombina continla mediante una escision inicial de la protrombina en Arg274, generando pretrombina y un
fragmento 1.2, seguido por una segunda escision en el fragmento de pretrombina en Arg323 para dar como
resultado las cadenas A y B unidas mediante disulfuro de la trombina-a (Mann et al. (1981) Methods Enzymol.,
80:286-302).

Por el contrario, cuando se activa la protrombina unida a membrana por la protrombinasa unida a membrana, la
activacion de la protrombina continla mediante la escision de Arg323 en primer lugar, dando como resultado
cadenas unidas a disulfuro de meizotrombina como un producto intermedio, seguido por la escision de
meizotrombina en Arg274 para generar una trombina-a y la activacion del fragmento peptidico 1.2 (Krishnaswamy et
al. (1986) J Biol. Chem. 261(19) 8977-8984).

El intermedio de meizotrombina es por si mismo una serina proteasa competente que sirve como un potente
vasoconstrictor (Thompson et al. (1987) Blood, 70:410a. (Abstract 1494); Thompson et al. (1990) J. Vasc. Med. Biol.,
1:348; Doyle y Mann (1990) J. Biol. Chem., 265(18):10693-10701) y puede actuar como un elemento regulador en la
coagulacién de la sangre activando la proteina C anticoagulante (se describe a continuacion) cuando se une a la
trombomodulina (Mann et al. (1990) Blood, 76(1):1-16).

b. Inflamacién y proliferacion celular

Ademas de su papel en la ruta de la coagulacién, FXa contribuye a otros mecanismos fisiol6gicos que incluyen la
inflamacioén y la mitogénesis (Leadley et al. (2001) Curr. Opin. Pharmacol. 1(2):169-175). FXa inicia estas rutas de

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 083 T3

sefializacién en diversas células uniendo principalmente el receptor de la proteasa de células efectoras (EPR-1) o
mediante la activacion proteolitica de los receptores activados de las proteasas (PAR).

i. Receptor 1 de la proteasa de células efectoras ( EPR-1)

Se ha identificado el receptor-1 (EPR-1) de la proteasa de células efectoras como un receptor para FXa sobre la
superficie de los monocitos, leucocitos, células endoteliales vasculares, y células del masculo liso (Altieri (1995)
FASEB J 9:860-865; Nicholson et al. (1996) J. Biol. Chem. 271:28407-28413; Bono et al. (1997) J. Cell. Physiol.
172:36-43). La unién de FXa a EPR-1 da como resultado la activacién de los leucocitos (Altieri (1995) J. Leukocyte
Biol. 58:120-127), la formacién de la trombina (Bouchard et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:9244-9251; Ambrosini y
Altieri (1996) J. Biol. Chem. 271:1243-1248), y la proliferacion celular (Nicholson et al. (1996) J. Biol. Chem.
271:28407-28413). La activacion de los leucocitos esta acompafiada por la sintesis de citoquinas y la expresiéon de
moléculas de adhesién que conducen a la vasodilatacion y a la inflamacién como parte de la respuesta inmunitaria.

La secuencia LFTRKL de FXa (SEQ ID NO: 555), localizada en las posiciones 83-88 de la secuencia FX madura, es
el sitio de reconocimiento para EPR-1 (Ambrosini et al. (1997) J. Biol. Chem. 272(13): 8340-8345; Cirino et al. (1997)
J. Clin. Invest. 99(10):2446-2451). No se requiere la actividad enzimatica de FXa para la unién de EPR-1 (Herbert et
al. (1998) J. Clin. Invest. 101:993-1000; Ambrosini et al. (1997) J. Biol. Chem. 272(13): 8340-8345). Sin embargo, se
requiere la activacién de FX para la uniéon de EPR-1, debido a que la conformacién del zimégeno del Factor X evita
el acceso al motivo de unién de EPR-1. La transicion conformacional en la cadena ligera de FXa desenmascara el
dominio de interaccion, permitiendo la union de EPR-1 seguida por la transduccion de la sefial.

ii. Receptores activados de la proteasa (PAR)

FXa es capaz también de iniciar la sefalizacion celular mediante la activacion proteolitica de los receptores
activados de las proteasas (PAR). Los PAR son receptores acoplados a la proteina G, muy expresados en
plagquetas, células endoteliales, miocitos y neuronas (Macfarlane et al. (2001) Pharmacol. Rev. 53(2):245-282). En
particular, FXa escinde el receptor-1 activado de la proteasa (PAR-1) y el receptor-2 activado por proteasa (PAR-2)
para liberar un péptido en el extremo N que actla a su vez como un ligando atado, dando lugar a la activacion
(McLean et al. (2001) Thombosis Research 103:281-297). La activacion de PAR-1 y PAR-2 da como resultado una
proliferaciéon celular aumentada, mediada por la sefializacién acoplada a la proteina-G (Macfarlane et al. (2001)
Pharmacol. Rev. 53(2):245-282), la produccion aumentada de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion
(McLean et al. (2001) Thombosis Research 103:281-297; Senden et al. (1998) J. Immunol 161:4318-4324;
Papapetropoulos et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:4738-4742), y la produccion aumentada de Factor
Tisular protrombético (TF) (McLean et al. (2001) Thombosis Research 103:281-297). Se requiere la actividad
enzimatica de FXa para activar la sefializacién de PAR (McLean et al. (2001) Thombosis Research 103:281-297).

3. Inhibidores del Factor X

La actividad del Factor X se inhibié por tres sistemas principales de proteinas anticoagulantes en la sangre:
antitrombina Il (AT-lll)/heparina, Proteina C/Proteina S, e inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI). Los tres
sistemas juegan papeles distintos y complementarios en la inhibicién de la actividad del Factor X, inhibiendo por
tanto la ruta de coagulacion.

La antitrombina (AT-1Il) inhibe la actividad de la serina proteasa del Factor Xa atrapando la enzima en una etapa
intermedia del proceso proteolitico a medida que el Factor X inicia un ataque sobre el enlace reactivo en el bucle del
sitio reactivo en AT-Ill. La heparina ayuda a la inhibicién del Factor Xa induciendo un cambio conformacional en el
bucle del sitio reactivo de AT-Ill para facilitar la entrada en el sitio activo del Factor Xa e interactuando directamente
con restos basicos sobre la superficie del factor Xa para la formacion de un complejo ternario inactivo estable
(Rezaie, AR, (2000) J. Biol. Chem., 275(5):3320-3327; Langdown et al. (2004) J. Biol. Chem., 279(45): 47288-
47297).

En la ruta de la proteina C, la proteina C, otro zimégeno de serina proteasa dependiente de la vitamina K que circula
en plasma, se convierte mediante proeolisis limitada en la proteina C activada (APC) por el complejo receptor de la
proteina C endotelial -trombomodulina-trombina en superficies endoteliales tras la formacion de trombina como
resultado de la ruta de la coagulaciéon (Esmon y Owen (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:2249-2252). La proteina
C activa (APC) inhibe a continuacion la actividad del Factor Xa inactivando el Factor Va (FVa) mediante escision
proteolitica. La digestion de APC de FVa esta facilitada por la proteina S que cataliza la escisién de la proteina C de
FVa y mediante la union de FXa para inhibir la activacion de la proteina C (Mosnier y Griffin JH (2006) Front. Biosci.,
11: 2381-2399).

El inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI) inhibe el Factor Xa uniendo directamente el Factor Xa, pero no el
zimégeno del Factor X, en o proximo al sitio activo (Broze et al. (1988) Blood, 71(2): 335-343; Broze et al. (1990)
Biochemistry, 7539-7546). A diferencia de AT- I, descrito anteriormente, la inhibicién de TFPi de FXa se acelera en
presencia de heparina. El complejo FXa-TFPI inhibe a continuacién la ruta de coagulacion del Factor Tisular (y la
activacion de FX adicional) uniendo e inhibiendo el complejo de la tenasa del FVlla-Factor Tisular.
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C. Estructura y activacion del Factor X

El Factor X, al igual que otras enzimas de coagulacion, circula en la sangre como un precursor inactivo, denominado
zimdgeno, que requiere la escisién proteolitica para la activacién. Los zimégenos poseen aproximadamente 10.000
veces 0 menos actividad proteolitica cuando se comparan con la serina proteasa producida tras la activacion. El
inicio de la coagulacion en el sitio del dafio vascular, como se ha descrito anteriormente, conduce a una serie de
reacciones en las que un zimégeno se convierte en una proteasa activa mediante la escision proteolitica especifica
para generar una enzima activa para la reaccién sucesiva. FXa se genera tras la escision proteolitica del zimégeno
de FX por los complejos TF/FVlla y FVllla/FIXa tenasas (véase la Figura 2). Esto culmina en la activaciéon de las
células de la sangre y la conversion del fibrindgeno soluble en fibrina insoluble y por tanto, la formacion del coagulo.
Se eliminan las proteasas en exceso mediante reaccion con los inhibidores de las proteasas en circulacién que
actlan como sustratos "suicidas" o aquellos que reconocen las enzimas activas. Por lo tanto, la activacion
proteolitica de los zimogenos de la coagulacién es una caracteristica reguladora clave de la cascada de coagulacion.

El ADNc del Factor X se ha clonado a partir de numerosas especies de mamiferos. Los polipéptidos de FX
ilustrativos incluyen, aunque no de forma limitativa, la humana (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ
ID NO: 2 y se codifica por la SEQ ID NO: 1; y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:134), el gibén de
mejillas blancas occidental (prepropéptido precursor que se muestra en las SEQ ID NOS: 393 y la forma madura que
se muestra en la SEQ ID NO:404), el babuino verde oliva (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO:394 y la forma madura de la SEQ ID NO: 405), el macaco (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO: 395 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:406), el mono titi oscuro (prepropéptido precursor que
se muestra en la SEQ ID NO: 396 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:407), el elefante africano
(prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:397 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID
NO:408), raton (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 398 y la forma madura que se muestra
en la SEQ ID NO:409), conejo (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO: 399 y la forma madura
que se muestra en la SEQ ID NO:410), rata (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID NO:400 y la
forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:411), perro (prepropéptido precursor que se muestra en la SEQ ID
NO:401 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:412), cerdo (prepropéptido precursor que se muestra
en la SEQ ID NO:402 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:413), y bovino (prepropéptido precursor
gue se muestra en la SEQ ID NO:403 y la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:414). Se han identificado
también algunas variantes alélicas de FX humano (Cargill et al. (1999) Nat. Gen., 22:231-238; SEQ ID NOS: 547-
552).

Los procesos y caracteristicas estructurales que regulan el procesamiento del zimégeno precursor de FX inactivo
tras la secrecién en el torrente sanguineo, que dan como resultado la generacion de la enzima activa de FXa
funcional, se resefian a continuacion con la ilustracion del zimégeno de FX humano maduro, y los polipéptidos de
FXa. Basandose en dicha descripcion, un experto en la materia conoce o puede determinarlos el zimégeno maduro
correspondiente, FXa y las formas cataliticamente activas de los mismos en otros polipéptidos de FX, incluyendo las
variantes alélicas o de especie de los mismos. Por ejemplo, se entiende que la forma zimégena incluye la forma
bicatenaria de cualquiera de las anteriores formas maduras monocatenarias, por lo cual, los restos de aminoacidos
se escinden debido a la proteolisis intracadena del FX monocatenario de tal manera que el polipéptido contiene una
cadena ligera y una cadena pesada unidas por un enlace disulfuro. Ademas, los FXa de las variantes de especie y
alélicas y otras variantes existe generalmente como una forma bicatenaria de los mismos que carece ademas del
péptido de activacion. A la vista de la descripcién en el presente documento ilustrada con respecto a FX humano y el
conocimiento en las técnicas de las variantes de especie y alélicas del mismo, un experto en la materia esta
familiarizado con y puede identificar los restos que corresponden a dichas formas en las variantes alélicas y de
especie identificadas y otras variantes conocidas en la técnica.

1. Procesamiento de FX, Modificacion posterioralat raduccion y secrecion de zimégeno

El Factor X es una serina endoproteinasa y un miembro de la familia de la peptidasa S1 de las proteasas que
transporta un pliegue de tipo quimotripsina. el gen humano que codifica el Factor X se localiza en el brazo largo del
cromosoma 13 (13qg34). Estad compuesto de 8 exones y tiene aproximadamente 33 kilobases de longitud, y se
expresa predominantemente en el higado. El transcrito de FX humano tiene 1560 nucleétidos de longitud, que
incluyen una regién 5' corta sin traducir, y un marco de lectura abierto (incluyendo un codén de detencién) de 1467
nucledtidos, y una regioén 3' sin traducir. El marco de lectura abierto de 1467 nucleétidos (o el ARNm de FX; SEQ ID
NO: 1) codifica un prepropéptido de 488 aminoacidos (Swiss-Prot n.° de registro P00742; SEQ ID NO: 2).

El Factor X se sintetiza en el higado como una proteina precursora monocatenaria denominada un prepropéptido. El
prepropéptido FX se procesa a medida que este viaja a través de la ruta secretora de los hepatocitos. Con la
ilustracion de un FX humano, el prepropéptido contiene un péptido de sefalizacion en el extremo N de 31
aminoéacidos (aminoacidos 1-31 de la SEQ ID NO: 2) que se dirige al polipéptido del Factor X en la ruta secretora de
los hepatocitos por medio de translocacion en el reticulo endoplasmico (RE). El péptido de sefializacion se escinde a
continuacion mediante la peptidasa de sefializacion, dejando un propéptido de 9 aminoacidos (aa 32-40 de la SEQ
ID NO: 2) en el nuevo extremo amino para generar una forma propeptidica de FX. A medida que el polipéptido se
pliega en su estructura terciaria en la luz del RE, se forman 12 enlaces disulfuro. Con referencia a FX humano, estos
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enlaces se forman entre los restos de cisteina en las posiciones 17y 22,50y 61, 55y 70, 72y 81, 89 y 100, 96 y
109, 111 y 124, 132 y 302, 201 y 206, 221 y 237, 350 y 364, 375 y 403 que corresponden a los restos que se
muestran en la SEQ ID NO: 134 (Véase la Figura 1).

El polipéptido resultante se modifica a continuacién de forma posterior a la traduccién en la luz del RE. El propéptido
del extremo N sirve como el elemento de reconocimiento que conduce a la conversion de algunos restos de acido
glutamico (que corresponden a los aminoacidos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29, 32, y 39 del polipéptido de FX que se
muestra en la SEQ ID NO: 134)) el acido y-carboxiglutdmico (Gla) por la carboxilasa dependiente de la vitamina K
(Furie y Furie (1988) Cell, 53:505-518). Esta etapa de y-carboxilacion juega un papel en el trafico del precursor de
FX entre el RE y el aparato de Golgi (Stanton y Wallin (1992) Biochem. J., 284:25-31), y esta implicado en la
activacion optima mediada por ca®del zimégeno de FX maduro en circulacion. El polipéptido de FX se modifica
ademas de forma posterior a la traduccién en el compartimento trans-Golgi mediante B-hidroxilacion y glicosilacion.
Los estudios han mostrado que la glicosilacion de estos restos es importante para el reconocimiento del zimégeno
del Factor X por sus activadores fisioldgicos (Yang et al. (2009) J. Thromb. Haemost., 7(10):1696-1702). Por
ejemplo, con referencia a FX humano, la hidroxilaciéon se produce en un resto de acido aspartico que corresponde a
la posicion 63 del polipéptido de FX que se muestra en la SEQ ID NO:134) (McMullen et al. (1983) Biochemistry,
22:2875-2884) y la glicosilacion se produce en los restos de treonina en las posiciones que corresponde a los restos
159y 171y en los restos de asparagina en las posiciones que corresponde a los restos 181 y 191 del polipéptido de
FX que se muestra en la SEQ ID NO: 134) (Inoue y Morita (1993) Eur. J. Biochem, 218:153-163).

El propéptido se elimina mediante escision proteolitica en el aparato trans-Golgi para generar una forma madura que
carece del propéptido (que se muestra en la SEQ ID NO:134), que se produce antes de la secreciéon del zimégeno
en el torrente sanguineo. Ademas, la proteolisis intracadena del FX maduro monocatenario se produce también en el
compartimento trans-Golgi, que puede preceder o seguir a la escision del propéptido (Stanton y Wallin (1992)
Biochem. J. 284:25-31). Esto da como resultado la eliminacion de los aminoacidos 140-142 que corresponden a los
restos que se muestran en la SEQ ID NO:134, y a la generacion de un polipéptido bicatenario. Por lo tanto, el
zimégeno de FX secretado resultante existe como una cadena ligera y una cadena pesada unidas por un enlace
disulfuro. Por ejemplo, Con referencia a la forma monocatenaria madura que se muestra en la SEQ ID NO:134, la
cadena ligera tiene 130 aminoacidos (que corresponden a los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134) y la cadena
pesada tiene 306 aminoacidos (que corresponden a los restos 143-448 de la SEQ ID NO: 134). El zimégeno
secretado existe como una forma bicatenaria debido a la escisiéon de los aminoacidos 140-142 de la SEQ ID NO:
134, por lo cual, las cadenas ligera y pesada de FX permanecen unidas por un enlace disulfuro entre Cys 132 (de la
cadena ligera) y Cys 302 (de la cadena pesada) con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la
SEQ ID NO: 134.(Di Scipio et al. (1977) Biochemistry, 16:698-706).

La forma inactiva del zimogeno bicatenario secretado, que contiene una cadena ligera y una cadena pesada,
contiene un péptido de activacion en el extremo N de la cadena pesada que debe eliminarse para la activacion de la
enzima (véase la Figura 2). Con respecto al FX humano que se muestra en la SEQ ID NO:134, el zimégeno de FXa
natural tiene una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 1-139
de la SEQ ID NO: 134 y una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los
aminoacidos 143-448, por lo cual, el péptido de activacion esta constituida por 52 restos de aminoéacidos en el
extremo amino de la cadena pesada. El FX activo (FXa) se genera mediante escisién proteolitica para eliminar el
péptido de activacion, que se describe adicionalmente a continuacién. Las cadenas ligera y pesada de FXa
permanecen unidas por un enlace disulfuro entre Cys 132 (de la cadena ligera) y Cys 302 (de la cadena pesada) con
referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO: 134.

Antes de la escision del péptido de activacion (descrita a continuacion), la forma zimégena en circulacion del Factor
X existe en una conformacién estructural que es estructuralmente distinta de FXa con respecto a los cuatro
segmentos mayores. Estos segmentos, denominados en su conjunto el "dominio de activacién”, son el extremo N de
la cadena pesada (el péptido de activacion mas los restos 195-198 de la SEQ ID NO: 134) y los restos 325-334, 365-
377,y 400-406 (que corresponden a los restos que se muestra en la SEQ ID NO:134). El péptido de activacion en el
extremo N de la cadena pesada bloquea conformacionalmente los segmentos del dominio de activacion de FX. En el
zimégeno inactivo, el dominio de activacién cubre una porcidon del bolsillo de unién al sustrato (el sitio S1),
restringiendo por tanto el acceso al sustrato y permitiendo poca actividad catalitica.

2. Activacion y generacion del Factor X activado (FXa )

La activacion por escision de la forma zimégena, y generalmente la liberacién de un péptido de activacion, se
requiere para generar una serina proteasa activa. En general, para las serina proteasas, la conversion del zimégeno
en la serina proteasa activa requiere la escision tras Arg™® (normalmente el enlace entre Arg™ e lle'®), en la
numeracion de la quimotripsina. Esto puede dar como resultado la eliminacién de un péptido de activaciéon y expone
un extremo N nuevo en el dominio catalitico que comienza con lle*®. Por ejemplo, con respecto a FX, FX activado
(FXa) se genera a partir del zimégeno de FX mediante la eliminacién del péptido de activacion, que se produce tras
la escision proteolitica entre los aminoacidos 194-195 que corresponde a los restos que se muestran en la SEQ ID
NO: 134. Para FX, se inicia la escisién proteolitica in vivo por las serina proteasas activadas antes de la ruta de la
coagulacién, concretamente los complejos de las TF/FVlla y FVllla/FIXa tenasas. Se puede inducir también la
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activacion mediante escision proteolitica in vitro, por ejemplo, utilizando el activador de FX del veneno de vibora de
Russell como se describe en el presente documento en los Ejemplos.

El procesamiento proteolitico, para eliminar el péptido de activaciéon, desenmascara un nuevo extremo N de la
cadena pesada, que corresponde a los restos hidrofobos 1e195-Gly198 en FX maduro que se muestran en la SEQ
ID NO: 134. El FXa resultante contiene una cadena pesada cataliticamente activa, unida a la cadena ligera por un
enlace disulfuro. Con respecto a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO:134, FXa natural
tiene una cadena ligera que tiene una secuencia de restos de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 1-
139 de la SEQ ID NO: 134 y una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los
restos de aminoacidos 195-448 de la SEQ ID NO: 134. Las cadenas ligera y pesada de FXa permanecen unidas por
un enlace disulfuro entre Cys 132 (de la cadena ligera) y Cys 302 (de la cadena pesada) con referencia a los restos
de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO: 134.

La nueva secuencia del extremo N expuesta de la cadena pesada se pliega posteriormente en el dominio catalitico y
se inserta en la llave de unién del extremo de una manera especifica de secuencia. La insercion del extremo N
conduce a la formacién de un puente salino entre el grupo a-NH2 de lle 16 y Aps194 en el interior del dominio
catalitico, en la numeracién de la quimotripsina (que corresponde a lle195 y Asp378 en la numeracion de FX maduro
que se muestra en la SEQ ID NO:134). La formacion del puente salino se asocia con numerosos cambios en la
estructura del dominio catalitico que incluyen redisposiciones de los dominios de activacion, la formacion del orificio
oxianiénico requerido para la catalisis y la formacién de un sitio de unidén a sustrato. Estos cambios conducen a la
maduracion de la serina proteasa activa. Por ejemplo, la redisposiciéon de la estructura terciaria para acomodar la
formacion de un puente salino soterrado entre el extremo N expuesto recientemente con Asp378 en el ndcleo
hidréfobo conduce a un cambio conformacional en el dominio de activacién que ordena el subsitio S1 y da como
resultado una proteasa activa.

Los restos de la cadena pesada 195-448 de la SEQ ID NO: 134 caracterizan el dominio de la serina proteasa
analogo a quimotripsina. Al igual que otros miembros de la familia de las serina proteasas analogos a tripsina, el
dominio de la proteasa de FX contiene dos subdominios de barril-B en forma de greca que convergen en el sitio
catalitico activo. Los restos His236, Asp282, y Ser379 constituyen la triada catalitica de sitio activo de la proteasa
activa. La autoproteolisis adicional de FXa tras Arg429 de la SEQ ID NO: 134 convierte la forma-a de FXa en la
forma-B (Mertens y Bertina, Biochem. J. (1980) 185:647-658). Sin embargo, estas dos formas de FXa son
funcionalmente indistinguibles (Pryzdial y Kessler, J. Biol. Chem. (1996) 271:16621-16626).

El sitio activo del dominio de la proteasa se divide en cuatro (4) sub-bolsillos, numerados S1-S4. El bolsillo S1 esta
localizado proximo a la triada catalitica en la estructura tridimensional, y es el determinante mayor de la especificidad
y unién al sustrato. El bolsillo S1 esta formado por los bucles formados por los restos 398-403 y 373-379 de la SEQ
ID NO:134, que se unen por un enlace disulfuro Cys403-Cys375, y los restos 409-412 de la SEQ ID NO: 134. En el
bolsillo S1, Asp373, Gly400, y Gly410 son restos clave para la selectividad de unién al sustrato. El sitio S2 es un
bolsillo pequefio, poco profundo, formado por el bucle que corresponde a los restos 270-279 de la SEQ ID NO:134
(Rai et al., Curr. Med. Chem. (2001) 8(2):101-119). Una Tyr que corresponde a Tyr279 de la SEQ ID NO: 134 es
importante para la especificidad de la enzima en el subsitio S2 (Rezaie, J. Biol. Chem. (1996) 271(39):23807-23814).
El area S3 de FXa se localiza en el borde del bolsillo S1, esta expuesta al disolvente, y confiere poca especificidad
de unién. El subsitio S4 se forma entre el bucle que contiene los aminoacidos 270-279 y 350-359 de la SEQ ID NO:
134 y contiene 3 dominios de union a ligando: la "secuencia hidréfoba" (formada por los restos Tyr279, Phe356 y
Trp399 de la SEQ ID NO: 134), el "orificio catiénico” (formado por la cadena secundaria de Glu277 y la estructura
principal de K276 de la SEQ ID NO: 134), y el sitio del agua (formado por los restos Thr278, 1le357, y Thr359 de la
SEQ ID NO: 134) (Rai et al., Curr. Med. Chem. (2001) 8(2):101-119).

La cadena ligera de FXa y las formas zimdgenas tienen tres dominios estructurales caracteristicos, cada uno de los
cuales posee distintas propiedades funcionales (Leytus et al., Biochemistry. (1986) 25:5098-5102; Padmanabhan et
al., J. Mol. Biol. (1993) 232:947-966). ElI dominio rico en acido y-carboxiglutamico (GLA) (restos 1-39 de la SEQ ID
NO: 134) contiene los 11 restos GLA mencionados anteriormente, y es importante para la asociacion de FX
dependiente de Ca®* con membranas celulares: un requerimiento para el ensamblaje del complejo de la
protrombinasa (Morita y Jackson, J. Biol. Chem. (1986) 261(9):4015-4023). el dominio GLA esta seguido por un
apilamiento pequefio hidréfobo (que corresponde a los restos 40-45 de la SEQ ID NO:134 y dos dominios analogos
al factor de crecimiento epidérmico (EGF): EGF1 (que corresponde a los aminoacidos 46-84 de la SEQ ID NO:134) y
EGF2 (que corresponde a los aminoacidos 85-128 de la SEQ ID NO:134), que estan implicados en las interacciones
proteina-proteina y, en el caso de EGF1, la unién de ca™, implica los restos Gly47, Gly64, GIn49, Asp/Hya63, y
Asp46 (Selander-Sunnerhagen et al., J. Biol. Chem. (1992) 267(27):19642-19649).

Aunque FXa posee un sitio activo completamente funcional y contiene la maquinaria catalitica para la escision de la
protrombina a trombina, es un mal catalizador de esta reaccion aunque esté presente alguna actividad. La actividad
independiente de este cofactor representa algunos de los efectos secundarios perjudiciales asociados con la infusién
de FXa como se ha descrito anteriormente. En general, la actividad completa mediante una escision eficaz de los
sustratos biolégicos requiere el Factor Va (FVa) como un cofactor. FVa, presente en las membranas plaquetarias, se
une a FXa, dando como resultado una afinidad aumentada de FXa por los fosfolipidos y un aumento en la actividad
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catalitica (véase, por ejemplo, Segers et al. (2007) Thromb. Haemost., 98:530-542). Por ejemplo, como se muestra
en los Ejemplos, FXa natural presenta generalmente mas de 3000 de actividad catalitica aumentada por su sustrato
en presencia de FVa que en su ausencia. Los epitopos que se unen al nucleo del cofactor en FXa son Arg347,
Lys351 y Lys414 que corresponden a los restos que se muestran en la SEQ ID NO: 134 (véase, por ejemplo,
Rudolph et al. (2001) J. Biol. Chem., 276:5123-5128).

D. POLIPEPTIDOS CON FACTOR X MODIFICADOS

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de Factor X (FX) variantes o modificados, incluyendo los
polipéptidos de la proteasa del zimégeno de FX y los polipéptidos de la proteasa con FX activo (FXa), que presentan
actividades o propiedades alteradas o mejoradas en comparacion con la forma correspondiente del polipéptido de
FX que no contiene la(s) modificacion(ones). En particular, dichas actividades o propiedades alteradas o mejoradas
son evidentes cuando se activa el polipéptido de FX o cuando este existe como un polipéptido de FXa modificado.
Las actividades o propiedades que estan alteradas en los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el
presente documento incluyen una dependencia del cofactor de FVa aumentada, un aumento de la resistencia a los
inhibidores, un nivel o extension aumentada de la glicosilacién, una semivida aumentada y/o una actividad catalitica
aumentada. Por ejemplo, la resistencia aumentada a los inhibidores puede manifestarse como una resistencia
aumentada a uno o a ambos inhibidores de la ruta del factor tisular (TFPI) o la antitrombina Il (AT-11l). Las formas
activas de los polipéptidos de FX modificados proporcionadas en el presente documento presentan actividad
catalitica, incluyendo la presencia de FVa, y por tanto, actividad procoagulante. Dichos polipéptidos de FX
modificados pueden usarse en el tratamiento de enfermedades o dolencias para proporcionar actividad coagulante
derivando mientras tanto al mismo tiempo los requerimientos para las enzimas que actdan inicialmente en la
cascada de coagulacion, tales como FVllla y FIXa.

En particular, se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX modificados, incluyendo el zimégeno del
Factor X y polipéptidos de FXa, cuando estan presentes en su forma FXa activa, mantienen o presentan actividad
local mejorada en el sitio de la herida, pero presentan poca o ninguna actividad sistémica en ausencia del cofactor.
Este resultado es debido a la(s) modificacion(ones) en el presente documento que da(n) como resultado un aumento
de la dependencia del cofactor en comparaciéon con el FXa natural o cualquier variante de FXa existente en la
técnica. Por lo tanto, las proteasas modificadas proporcionadas en el presente documento como polipéptidos de FXa
activos presentan mucha mas potencia que FXa natural, pero pueden presentar un aumento de la seguridad debido
a que la forma libre en circulacion puede sola presentar una fuerte actividad (es decir, comparable a FXa natural)
cuando se une al cofactor de FVa en el sitio de una herida. Los polipéptidos de FX modificados, incluyendo las
formas zimogenas de FX y FXa, proporcionadas en el presente documento se pueden usar en aplicaciones
terapéuticas para tratar sujetos que tienen hemofilia (hemofilia A o B), asi como en otras aplicaciones para controlar
la hemostasia, tales como cirugia o otros traumas.

Incluidos también entre los polipéptidos de FX modificados, se incluyen el zimégeno del Factor X y las formas FXa,
que presentan semivida aumentada. Un problema con el uso del Factor X/zimégeno del Factor Xa/proteasas como
sustancias terapéuticas para el tratamiento de la hemofilia es su corta semivida. Por ejemplo, El Factor X presenta
una semivida de 24 a 40 horas. Para el tratamiento a largo plazo de pacientes con hemofilia que presentan defectos
o deficiencias en la ruta de coagulacién, es ventajosa una semivida mas larga para evitar la repeticion de la
dosificacion a una frecuencia que es inconveniente e indeseada. Factor X/zimégeno del Factor Xa/ proteasas
modificadas proporcionadas en el presente documento presentan una semivida alterada en virtud de un nivel
alterado y/o tipo de glicosilacion. La glicosilacion puede aumentar la semivida en suero de los polipéptidos
aumentando la estabilidad, solubilidad, y reduciendo la inmunogenicidad de una proteina. Los polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento, se incluyen el zimégeno del Factor X y las formas FXa,
presentan también una semivida aumentada cuando estan en forma activa debido a una resistencia aumentada a los
inhibidores, tales como ATIIl y otros inhibidores.

La(s) modificacién(ones) en un polipéptido de FX puede(n) realizarse para cualquier forma de un polipéptido de FX,
siempre que la forma, cuando se expresa, purificada y procesada (in vitro o in vivo) pueda dar como resultado un
FXa que contenga una cadena ligera y una cadena pesada que carezca del péptido de activacion. Para los fines del
presente documento, la referencia a la(s) sustitucién(ones) de aminoéacido(s) en un polipéptido de FX en el presente
documento es con respecto a los restos en la forma madura que se muestra en la SEQ ID NO:134, que contiene la
cadena ligera (que corresponde a los restos de aminoacidos 1-139) y la cadena pesada (que corresponde a los
restos de aminoéacidos 140-448), por lo cual, la cadena pesada contiene los restos de aminoacidos 140-142 y un
péptido de activacion de 52 aminoacidos que no estan normalmente presentes en una forma FXa. Por lo tanto, se
proporcionan en el presente documento formas maduras modificadas de FX. Se pueden realizar sustituciones de
aminoéacidos en los restos correspondiente de cualquier forma FX o de cualquier FX variante conocida en la
mediante la alineacion con el polipéptido maduro que se muestra en la SEQ ID NO: 134 véase, por ejemplo, la
Figura 1). Por lo tanto, se proporcionan también en el presente documento polipéptidos de FX modificados que son
formas zimdgenas bicatenarias que carecen de restos de aminoacidos correspondientes a los restos de aminoacidos
140-142 de la SEQ ID NO: 134, que contiene una cadena pesada y una cadena ligera unidas mediante un enlace
disulfuro, y que contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) con referencia a la numeracién que se muestra en
la SEQ ID NO: 134. Se proporcionan ademas en el presente documento formas FXa que son formas bicatenarias de
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la SEQ ID NO:134 que carecen de restos de aminoacidos que corresponden a los restos de aminoacidos 140-142,
que carecen del péptido de activacion en la cadena pesada, que contiene una cadena pesada y una cadena ligera
unida por un enlace disulfuro, y que contiene la(s) sustitucion(ones) de aminoacido(s) con referencia a la numeracién
gque se muestra en la SEQ ID NO:134. Los restos correspondientes en otras formas de FX o en otros polipéptidos de
FX diferentes de la SEQ ID NO: 134 se pueden identificar mediante alineacion con la SEQ ID NO:134.

Se hace también referencia a través de la aplicacion a la numeracion de la quimotripsina, que es un esquema de
numeracion comun utilizado para numerar restos de aminoacidos en cualquier serina proteasa (Greer (1990)
Proteins:Structure, Function and Genetics, 7:317-334). Se proporciona en el presente documento en la Tabla 1 un
esquema de numeracion correspondiente para la numeracion de FX basado en la secuencia madura que se muestra
en la SEQ ID NO: 134 y la quimotripsina. Por lo tanto, esta también comprendido en el nivel de conocimientos de un
experto en la materia generar una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) proporcionada(s) en el presente documento
en cualquier variante de FX conocida en la materia con referencia a la numeracion de la quimotripsina.

Por lo tanto, se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX modificados que contienen
modificaciones en un FX maduro que se muestra en la SEQ ID NO: 134 o en un zimdgeno, una forma activa o
cataliticamente activa del mismo que incluye la(s) modificacion(ones), o una variante del mismo que presenta al
menos un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas
identidad de la secuencia con la SEQ ID NO:134 o un zimégeno, las formas activas o cataliticamente activas del
mismo que incluyen la(s) modificacién(ones). Por ejemplo, las modificaciones pueden realizarse con referencia a
cualquier variante alélica o de especie conocida en la técnica, tales como cualquiera de las que se muestran en
cualquiera de las SEQ ID NOS: 393-414 o 547-552, u otras variantes conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, la
Seccion D.5), o los zimbgenos, las formas activas o cataliticamente activas de los mismos.

El polipéptido de FX modificado resultante puede ser una forma monocatenaria o puede contener dos o0 mas
cadenas. Tipicamente, el polipéptido de FX modificado es un zimégeno bicatenario o es un FXa activo bicatenario.
Se entiende que cualquier polipéptido modificado proporcionado en el presente documento como un polipéptido
monocatenario puede autoactivarse o activarse para generar una forma bicatenaria. Ademas, cualquier polipéptido
modificado en el presente documento en forma zimdgena que contiene un péptido de activacion, puede activarse
mediante activadores conocidos (por ejemplo, otros complejos del factor de coagulacion o RVV) para generar una
forma bicatenaria de FXa modificado. Las etapas de activacion pueden llevarse a cabo in vitro o pueden efectuarse
tras la administracion in vivo, por ejemplo, la administracién in vivo de la forma zimégena. Por ejemplo, cuando la
activacion se lleva a cabo in vitro, el péptido de activacion u otras secuencias peptidicas escindidas pueden
purificarse a partir de la forma FXa final, tal como se conoce en la técnica y se describe en otra parte en el presente
documento incluyendo en los Ejemplos. Las actividades de un polipéptido de FX modificado se presentan
normalmente en su forma FXa activa bicatenaria.

Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento incluyen formas
bicatenarias que tienen una cadena ligera y una cadena pesada unidas mediante al menos un enlace disulfuro. En
particular, las modificaciones en un polipéptido de FX esta en forma de zimégeno bicatenario que tiene una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO: 134y
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 143-448, o en una
de sus variantes que es un zimégeno y que presenta al menos un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de identidad de la secuencia con un FX que tiene una cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO: 134 y
una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 143-448. En otros
ejemplos, la(s) modificacion(ones) en el polipéptido de FX estan en forma de un FXa bicatenario que carece del
péptido de activaciéon. Por ejemplo, la(s) modificacion(ones) en un polipéptido de FX estan en FXa que tiene una
cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los restos de aminoacidos 1-139 de la
SEQ ID NO:134 y una cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos
195-448 de la SEQ ID NO: 134 o una de sus variantes que tiene actividad catalitica y que presenta al menos un
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de identidad
de la secuencia con un FXa que tiene una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que corresponde a
los restos de aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO:134 y una cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos que corresponde a los aminoacidos 195-448 de la SEQ ID NO:134, o a una porcion cataliticamente
activa del mismo.

Las modificaciones proporcionadas en el presente documento de un polipéptido de referencia de partida, sin
modificar incluyen sustituciones o sustitucion de aminoacidos, adiciones o deleciones de aminoéacidos, o cualquier
combinacién de las mismas. Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o mas posiciones modificadas. Se proporcionan también en
el presente documentos polipéptidos de FX modificados con dos 0 mas modificaciones en comparacién con un
polipéptido de FX de referencia de partida. Los polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos con 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o mas posiciones modificadas.

La(s) modificacion(ones) proporcionada(s) en el presente documento pueden incluir una cualquiera o mas
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modificaciones que alteran una actividad o propiedad de una forma FXa de un polipéptido de FX, por ejemplo, para
aumentar la dependencia del cofactor, aumentar la resistencia a los inhibidores, tras la glicosilacion, y/o el aumento
de la semivida en comparacion con la forma FXa que no contiene la(s) modificacion(ones). Por ejemplo, Los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento puede incluir modificaciones que
aumentan la dependencia del cofactor. En dichos ejemplos, la dependencia del cofactor puede aumentarse
disminuyendo la actividad catalitica en ausencia de FVa (actividad catalitica independiente de FVa) y/o
disminuyendo la afinidad por el sustrato (por ejemplo, por la protrombina) en ausencia del cofactor de FVa. En otro
ejemplo, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento pueden incluir modificaciones
gue aumentan la semivida. En dichos ejemplos, se puede efectuar el aumento de la semivida en virtud de una o mas
modificaciones que aumenta la resistencia a un inhibidor, tal como TFPI o AT-llIl. En otros ejemplos, se puede
efectuar el aumento de la semivida en virtud de una o mas modificaciones que dan como resultado la adicion de
nuevos sitios de glicosilacion de tal manera que el polipéptido de FX modificado esta glicosilado o hiperglicosilado.
En los ejemplos concretos del presente documento, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el
presente documento pueden incluir modificacién(ones) que aumentan la dependencia del cofactor y aumentan la
semivida en comparacién con el FX que no contiene modificaciones. En algunos ejemplos, una Unica modificacion,
tal como una Unica sustitucién o reemplazamiento de aminoacido, altera 2, 3, 4 o mas propiedades o actividades de
un polipéptido de FX. Los polipéptidos de FX modificados y generalmente las formas FXa de los mismos,
proporcionadas en el presente documento pueden evaluarse para cada propiedad y actividad para identificar la
gama de efectos de una modificacion. Se conocen dichas evaluaciones en la técnica y se describen a continuacion.

Los polipéptidos de FX modificados resultantes proporcionados en el presente documento, cuando estan en forma
bicatenaria activa como un FXa modificado, presentan una actividad de la coagulacién dependiente de FVa. Cuando
estan en forma activa, se preserva la actividad dependiente de FVa, es decir, se retiene 0 aumenta, en comparacion
con el FXa que no contiene las modificaciones. Por ejemplo, la actividad es al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %, 180 %, 190 % o mas de
la actividad dependiente de FVa del FXa que no contiene las modificaciones.

Cualquier modificacion proporcionada en el presente documento se puede combinar con cualquier otra modificacion
conocida por un experto en la materia (por ejemplo, cualquiera que se muestre en la Seccion D.5) siempre que el
polipéptido de FX modificado resultante presente un aumento en la dependencia del cofactor, un aumento de la
resistencia a los inhibidores, glicosilacion alterada (por ejemplo, hiperglicosilacion) y/o semivida aumentada y
preserve la actividad de coagulaciéon dependiente de FVa en comparacion con el polipéptido de FX que no contiene
las modificaciones cuando cada una esté en su forma activa bicatenaria.

Otras modificaciones que estan o no estan en la secuencia primaria del polipéptido se pueden incluir también en un
polipéptido de FX modificado, que incluyen, aunque no de forma limitativa, la adicion de un resto de hidrato de
carbono, la adicién de un resto de polietilenglicol (PEG), la adicion de un dominio Fc, etc. Por ejemplo, dichas
modificaciones adicionales pueden realizarse para aumentar la estabilidad o la semivida de la proteina. Los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento incluyen también polipéptido que estan
adicionalmente modificados por la maquinaria celular e incluyen, por ejemplo, polipéptidos glicosilados, y-
carboxilados y B-hidroxilados.

Se proporcionan también en el presente documento moléculas de acido nucleico que codifican cualquiera de los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento. En ejemplos particulares, la secuencia de
acido nucleico puede ser un codén optimizado, por ejemplo, para aumentar los niveles de expresion de la secuencia
codificada. La utilizacién del codon particular es dependiente del organismo hospedador en el que se expresa el
polipéptido modificado. Un experto en la materia esta familiarizado con los codones 6ptimos para la expresion en
células de mamifero o de ser humano, bacterias o levaduras, incluyendo por ejemplo E. coli o Saccharomyces
cerevisiae. Por ejemplo, esta disponible la informacién de utilizacion del codén a partir de la base de datos de
utilizaciéon de codones en kazusa.or.jp.codon (véase. por ejemplo Richmond (2000) Genome Biology, 1:241 para una
descripcién de la base de datos). Véase también, Forsburg (2004) Yeast, 10:1045-1047; Brown et al. (1991) Nucleic
Acids Research, 19:4298; Sharp et al. (1988) Nucleic Acids Res., 12:8207-8211; Sharp et al. (1991) Yeast, 657-78).

En algunos ejemplos, las moléculas de acido nucleico codificantes también se pueden modificar para contener una
secuencia heteréloga que altera el procesamiento del polipéptido. Por ejemplo, el acido nucleico puede contener un
acido nucleico que codifica una secuencia de sefializaciéon heteréloga, prepropéptido (que contiene la secuencia de
sefializacion y el propéptido) o el propéptido a fin de aumentar la secrecién o la produccion del polipéptido o de otra
forma, mejorar la produccion funcional de la proteina. En ejemplos particulares, el acido nucleico puede contener
acido nucleico que codifica un prepropéptido o propéptido de una proteina dependiente de vitamina K que presenta
una afinidad alterada (por ejemplo, reducida) por la gamma-carboxilasa que el propéptido del Factor X. La gamma-
carboxilasa es la enzima que cataliza la modificacién del glutamato (Glu) a acido gamma carboxil glutamico (Gla),
gue se requiere para la actividad del Factor X. La afinidad del propéptido del Factor X tiene la afinidad mas alta por
la gamma-carboxilasa que otros polipéptidos dependientes de la vitamina K, tales como el factor VII, proteina S,
factor IX, la proteina C y la protrombina (Camire et al. (2000) Biochemistry, 39:14322-9). Modificar el acido nucleico
codificante para contener una forma prepropeptidica o propeptidica de otro polipéptido dependiente de vitamina K
que presenta afinidad reducida por la gamma-carboxilasa potencia la gamma-carboxilacién permitiendo una
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renovacion mayor del sustrato, que a su vez mejora la produccion de proteina dando como resultado un porcentaje
aumentado de proteina total producida que esta gamma-carboxilada. Por ejemplo, se proporcionan acidos nucleicos
gue codifican un polipéptido de FX modificado que contiene una secuencia heteréloga que codifica el propéptido de
la protrombina (que se muestra como los restos de aminoacidos 1-43 de cualquiera de las SEQ ID NO:415-546).
Como se describe en otra parte en el presente documento, se pueden producir también acidos nucleicos codificantes
en las células transfectadas con vitamina K epdxido reductasa (VKOR) a fin de aumentar adicionalmente la fraccién
de factor X carboxilado (véase, por ejemplo, Sun et al. (2005) Blood, 106:3811-3815).

Los polipéptidos modificados y las moléculas de &cido nucleico codificantes proporcionadas en el presente
documento pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinantes normalizadas conocidas por los expertos
en la materia. Se puede utilizar cualquier método conocido en la materia para llevar a cabo la mutacién de uno
cualquiera o0 mas aminoéacidos de una proteina diana. Los métodos incluyen la mutagénesis dirigida a sitio
convencional o mutagénesis aleatoria de las moléculas de acido nucleico codificante, o los métodos de sintesis de
polipéptidos en fase soélida. En particular, Se pueden emplear métodos de sintesis quimica total, incluyendo la
sintesis de péptidos seguida por la ligadura de péptidos. Las moléculas de &cido nucleico que codifican un
polipéptido de FX se pueden someter a mutagénesis, tal como mutagénesis aleatoria del acido nucleico codificante,
PCR propensa a errores, mutagénesis dirigida a sitio (usando por ejemplo, un kit, tal como un kit como QuikChange
disponible de Stratagene), PCR con solapamiento, transposicién de genes, u otros métodos recombinantes. El acido
nucleico que codifica los polipéptidos se puede introducir a continuacion en una célula hospedadora para expresarse
de forma heteréloga. En algunos ejemplos, los polipéptidos de FX modificados se producen de forma sintética, tal
como utilizando una sintesis quimica total, sintesis de péptidos en fase solida o en fase de soluciones.

En las subsecciones siguientes, se describen el polipéptido de FX modificado ilustrativo proporcionado en el
presente documento que presentan propiedades y actividades alteradas, incluyendo el zimégeno de FX modificado o
formas FXa y moléculas de acido nucleico codificantes. La descripcion siguiente se organiza basandose en una o
mas propiedades o actividades entre el aumento en la dependencia del cofactor, aumento en la resistencia a los
inhibidores (por ejemplo, AT-III) y glicosilacion alterada. Se entiende que estas propiedades y actividades no son
mutuamente exclusivas, de tal manera que uno o mas de los polipéptidos modificados en el presente documento
pueden presentar una, dos o todas las propiedades o actividades anteriormente identificadas.

Ademas, en algunos ejemplos en el presente documento a continuacion de los polipéptidos FX modificados que
contienen una modificacién en la posicion 195 de Val, Ala, Ser o Thr y/o en la posicion 196 de lle, Ala, Ser o Thr con
referencia a las posiciones que se muestran en la SEQ ID NO: 134 (que corresponden a los restos 16 y 17 mediante
numeracion de la quimotripsina), el polipéptido de FX modificado no contiene un péptido de activacion heterélogo de
otra serina proteasa para dar como resultado un sitio de procesamiento de la proteasa que no esta presente en el
factor X natural. En un ejemplo, como precursor, la forma madura o zimégeno, un polipéptido con factor X
modificado proporcionado en el presente documento que contiene una sustitucion de aminoacido en la posicién 195
y/o 196 (por ejemplo, con lle, Val, Ala, Ser o Thr) contiene Arg194 (Argl5 mediante numeracion de la quimotripsina)
como parte del sitio de escision de la proteasa. En ejemplos particulares, un precursor, una forma madura o
zimégeno de un polipéptido de factor X proporcionado en el presente documento contiene un péptido de activacion
FX que corresponde a los restos de aminoacidos 143-194 de la secuencia de aminoacidos que se muestra en la
SEQ ID NO:134. En los ejemplos en el presente documento, los polipéptidos de FXa modificados proporcionados en
forma activa que contienen una modificacion en la posicién 195 y/o 196 (por ejemplo, con lle, Val, Ala, Ser o Thr) se
vuelven activos mediante activacion por escision y procesamiento de un zimoégeno de FX modificado que contiene
un péptido de activacion que corresponde a los restos de aminoacidos 143-194 de la secuencia de aminoacidos que
se muestra en la SEQ ID NO: 134.

1. Glicosilacion alterada

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX modificados, incluyendo un zimoégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, que contienen una o mas modificaciones en un polipéptido FX de tal
manera que se altera la glicosilacion del polipéptido. Las modificaciones pueden ser inserciones, deleciones o
sustituciones de aminoacidos. En particular, las modificaciones son sustituciones de aminoacidos. Los sitios de
glicosilacion proporcionan un sitio para la union de monosacaridos y oligosacaridos a un polipéptido mediante un
enlace glicosidico, de tal manera que cuando se produce el polipéptido en una célula eucariota capaz de
glicosilacion, se glicosila. Los dos tipos principales de glicosilaciéon son la glicosilacion unida a N, donde las unidades
de azlcar se unen mediante el nitrégeno de la amida de un resto de asparagina y la glicosilaciéon unida a O, donde
las unidades de azlcar se unen mediante el grupo hidroxilo de los restos de serina, treonina, hidrolisina o
hidroxiprolina. Otras formas mas menores de enlaces glicosidicos incluyen el enlace S a la cisteina y el enlace C al
triptéfano. La glicosilacién unida a N se produce en las asparaginas en la secuencia consenso -Asn-Xaa-Ser/Thr/Cys
donde Xaa no es prolina. No existe motivo conocido para la glicosilacién en O, aunque la glicosilacion en O es mas
probable en secuencias con una alta proporcién de restos de serina, treonina y prolina. La presencia de un sitio de
glicosilacion potencial no asegura, sin embargo, que el sitio se glicosilara durante el procesamiento posterior a la
traduccion en el RE. Ademas, el nivel de glicosilacién puede variar en un sitio dado, y un sitio puede tener muchas
estructuras de glicano diferentes.
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FX es generalmente una proteina glicosilada con dos sitios de glicosilacion unidos a O y dos sitios de glicosilacién
unidos a N presentes en la porcion del péptido de activacion del polipéptido (que corresponde a los restos Thr159,
Thrl71, Asnl181 y Asnl191 con referencia a la SEQ ID NO:134). Se requieren estos restos de glicosilacion para la
activacion del zimogeno por activadores fisioloégicos (véase, por ejemplo, Yang et al. (2009) J. Thromb. Haemost.,
7:1696-1702).

Se encuentra en el presente documento que se pueden introducir sitios de glicosilacion adicionales en FX, que
pueden alterar la funcién y la actividad del polipéptido. En general, la funcién y la actividad del polipéptido se mejora
0 aumenta mediante la adicion de sitios de glicosilacion adicionales, proporcionando por tanto un beneficio
terapéutico. Por ejemplo, La glicosilacion puede aumentar la semivida en suero de los polipéptidos aumentando la
estabilidad, solubilidad, y reduciendo la inmunogenicidad de una proteina. La glicosilacion puede aumentar la
estabilidad de las proteinas reduciendo la proteolisis de las proteinas y puede proteger las proteinas de la
degradacion térmica, la exposicion a agentes desnaturalizantes, el dafio por radicales exentos de oxigeno, y los
cambios en el pH. La glicosilacién puede permitir también que la proteina diana evada los mecanismos de
aclaramiento que pueden implicar la unién a otras proteinas, incluyendo los receptores de la superficie celular. Los
restos de hidratos de carbono que contienen acido sialico pueden alterar la solubilidad de una proteina. Los restos
de &cido sialico son muy hidréfilos y pueden proteger restos hidrofobos de la proteina diana. Esto disminuye la
agregacion y la precipitacion de la proteina diana. La disminucion de la agregacion ayuda también en la prevencion
de la respuesta inmunitaria contra la proteina diana. Los hidratos de carbono pueden proteger ademas las
secuencias inmundgenas procedentes del sistema inmunitario. El volumen de espacio ocupado por los restos de
hidratos de carbono puede disminuir el area superficial disponible que es examinada por el sistema inmunitario.
Estas propiedades conducen a la reduccion en la inmunogenicidad de la proteina diana.

Por lo tanto, Los polipéptidos de FX proporcionados en el presente documento que presentan glicosilacion alterada
pueden presentar unas propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas mejoradas, incluyendo la semivida
aumentada en la sangre. Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento que
presentan glicosilacion alterada también pueden presentar otras actividades y propiedades alteradas tales como una
actividad catalitica aumentada y/o una resistencia aumentada a los inhibidores. En patrticular, Incluidos entre los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento estan aquellos que presentan glicosilacion
alterada, y los uno o ambos que presentan un aumento en la dependencia del cofactor (véase, por ejemplo, Seccién
D.2) o un aumento en la resistencia a los inhibidores, tales como TFPI o AT-1ll (véase, por ejemplo, la Seccion D.3).

Incluidos entre los polipéptidos de FX proporcionados en el presente documento estan aquellos que se han
modificado alterando el nivel y/o el tipo de glicosilacién en comparacién con un polipéptido de FX sin modificar. La
glicosilacion puede aumentarse o disminuirse en comparacién con el polipéptido de FX sin modificar. En algunos
casos, el nivel o extensién de la glicosilacion estd aumentado, dando como resultado un polipéptido de FX
hiperglicosilado. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante | incorporacion de al menos un sitio de glicosilacién
no nativo que no se encuentra en el polipéptido de FX sin modificar al cual se une un hidrato de carbono. Los
polipéptidos de FX hiperglicosilados se pueden generar también mediante el enlace de un resto de hidrato de
carbono a al menos un sitio de glicosilacion nativo que se encuentra, pero que no se glicosila en el polipéptido de FX
sin modificar.

Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento puede contener sitios alterados, tales
como nuevos, de glicosilacién unida a O, glicosilacién unida a N o glicosilacién unida a O y glicosilaciéon unida a N.
En algunos ejemplos, un polipéptido de FX modificado incluye 1, 2, 3, 4, 5 0 mas restos de hidratos de carbono,
unidos cada uno a diferentes sitios de glicosilacion. El(los) sitio(s) de glicosilacién puede(n) ser un(os) sitio(s) de
glicosilacion nativo(s) y/o un(os) sitio(s) de glicosilacion no nativos(s). En algunos ejemplos, el polipéptido de FX
modificado esta glicosilado en mas de un sitio de glicosilacion no nativo. Por ejemplo, un polipéptido de FX
modificado puede estar modificado para introducir 1, 2, 3, 4, 5 0 mas sitios de glicosilacion no nativos.

Se pueden introducir sitios de glicosilacién no nativos mediante sustitucion de aminoacidos. se pueden crear sitios
de glicosilacion en O, por ejemplo, mediante sustitucion del aminoacido de un resto nativo con una serina o treonina.
se pueden crear sitios de glicosilacién unidos a N creando el motivo Asn-Xaa-Ser/Thr/Cys, donde Xaa no es prolina.
La creacién de esta secuencia consenso por la modificacion del aminoacido podria implicar la sustitucion de un resto
de aminoacido nativo con una asparagina, la sustitucion de un resto de aminoacido nativo con una serina, treonina o
cisteina, o la de un resto de aminoacido nativo con una asparagina y la sustitucion del aminoacido de un resto nativo
con una serina, treonina o cisteina. Se pueden crear sitios de glicosilacion no nativos en cualquier regién en el
polipéptido FX. Por ejemplo, se pueden introducir uno o mas sitios de glicosilacién en la cadena ligera y/o la cadena
pesada. En algunos ejemplos, se introducen uno o mas sitios de glicosilacion en un dominio EGF1 de la cadena
ligera. En otros ejemplos, se introducen sitios de glicosilacion no nativos en la regién del dominio de la proteasa de la
cadena pesada. El nivel de glicosilacion (por ejemplo, el nimero de sitios de glicosilacion no nativos introducidos)
puede aumentarse en al menos aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %, o mas en comparacion con el nivel de
glicosilacion del polipéptido de FX sin modificar o natural.

La(s) modificacién(ones) ilustrativa(s) proporcionada(s) en el presente documento incluye(n) una glicosilacion no
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nativa mediante modificacidn con una o mas sustituciones de aminoacidos que incluye(n), aunque no de forma
limitativa, sustitucién(ones) de aminoéacido(s) en un polipéptido de FX sin moadificar con: N en una posicién que
corresponde a la posicion 51; N en una posicidon que corresponde a la posicién 56 y S en una posicion que
corresponde a la posiciéon 58; N en una posicidon que corresponde a la posicién 62 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 64; N en una posicién que corresponde a la posicién 65 y S en una posicién que
corresponde a la posicion 67; N en una posicion que corresponde a la posicién 67; N en una posicion que
corresponde a la posiciébn 73 y S en una posicion que corresponde a la posicion 75; N en una posicién que
corresponde a la posicién 75 y S en una posicion que corresponde a la posicion 77; N en una posicién que
corresponde a la posicion 77 y S en una posicidon que corresponde a la posicion 79; N en una posiciéon que
corresponde a la posicion 78 y S en una posicion que corresponde a la posicion 80; S en una posicion que
corresponde a la posicién 82; N en una posicién que corresponde a la posicion 83; N en una posicién que
corresponde a la posicion 82 y S en una posicion que corresponde a la posicion 84; N en una posicion que
corresponde a la posicién 85 y S en una posicion que corresponde a la posicion 87; N en una posicién que
corresponde a la posicién 86 y S en una posicion que corresponde a la posicion 88; N en una posicién que
corresponde a la posicién 95 y S en una posicion que corresponde a la posicion 97; N en una posicién que
corresponde a la posicion 114; N en una posicién que corresponde a la posicion 119 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 121; S en una posicidon que corresponde a la posicion 122; N en una posicion que
corresponde a la posicién 215 y S en una posicién que corresponde a la posiciéon 217; N en una posicién que
corresponde a la posicién 243 y S en una posicién que corresponde a la posicidon 245; N en una posicién que
corresponde a la posicién 264 y S en una posicién que corresponde a la posicidon 266; N en una posicién que
corresponde a la posicion 293 y S en una posicion que corresponde a la posicion 295; N en una posicion que
corresponde a la posicion 388; N en una posicién que corresponde a la posicion 389 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 391; N es una posicion que corresponde a la posicién 428 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 430 y/o N en una posicidon que corresponde a la posiciéon 429 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 431, cada una en referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134. Con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en las
Tablas 4 las sustituciones de aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX modificado proporcionado en el
presente documento para introducir un sitio de glicosilacion no nativo.

Tabla 4

ESIN Q56N/Q58S |K62N/G64S |L65N/E67S
E67N L73N/G75S |G75N/E77S |E77N/K79S
G78N/N80S |E82S L83N E82N/F84S
T85N/K87S |R86N/I88S  |DI95N/D97S |G114N
D119N/G121S|K122S R243N/K245S[E264N/E266S
T293N/R295S [K388N D389N/Y391S[T428N/G430S
R429N/1431S [E215N/N217S

Tipicamente, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento que tiene alterada la
glicosilacion retienen al menos una actividad de FX. En algunos casos, los niveles de glicosilacion alterados o los
cambios en el tipo de glicosilacion presentes en un polipéptido de FX modificado en comparacién con un polipéptido
de FX sin modificar pueden manifestarse como una actividad catalitica aumentada y/o un aumento en la resistencia
a los inhibidores, tales como AT-IIl. El aumento de la actividad puede ser en virtud de la glicosilaciéon afiadida, o
puede ser en virtud de las modificaciones de aminoacidos secundarias que actian de forma independiente o en
concierto con la glicosilacion alterada para efectuar los cambios en la actividad. La Seccién D.2 y la Seccién D.3
describen modificaciones ilustrativas que se pueden combinar con cualquiera de las modificaciones proporcionadas
en el presente documento para alterar la glicosilacion.

Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento que tienen alterada la
glicosilacion presentan, cuando estan en forma activa, semivida aumentada, aumento de la actividad catalitica y/o
aumento de la actividad coagulante en comparacion con un FX sin modificar. La semivida de los polipéptidos de FX
modificados con glicosilacion alterada puede aumentarse en al menos aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %,
6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %,
0 mMas en comparacion en comparacion con la semivida | polipéptido de FX sin modificar o natural. Se puede
determinar la semivida utilizandola como se mide en los ensayos conocidos en la técnica, tal como llevando a cabo
los estudios de la farmacocinética (PK) o aclaramiento como se describe en el presente documento (por ejemplo,
Ejemplo 7). La actividad catalitica de los polipéptidos de FX modificados con glicosilacion alterada puede estar
aumentada en al menos o aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 %, 0 mas en comparacion con la actividad
catalitica del polipéptido de FX sin modificar o natural como se midié en los ensayos tanto in vivo como in vitro. El
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aumento en la actividad catalitica puede ser dependiente de FVa y/o independiente de FVa. Tipicamente, los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento que tienen la glicosilacion alterada
retienen la actividad catalitica dependiente de FVa o presentan un aumento en la actividad dependiente de FVa de
tal manera que los polipéptidos modificados presentan un aumento en la dependencia del cofactor. llustrativos de
dichos polipéptidos de FX modificados son los que se muestran en la Seccion D.2.

En otros ejemplos, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento que tienen alterada
la glicosilacion presentan, cuando estan en forma activa, un aumento de la resistencia a los inhibidores, tal como una
resistencia aumentada a AT-Ill en comparacién con un FX sin modificar. La resistencia a los inhibidores, tales como
AT-IIl, de los polipéptidos de FX modificados con glicosilacion alterada puede ser al menos de 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700 veces, 800
veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 2500 veces, 3000 veces, 3500 veces, 4000 veces, 4500
veces, 5000 veces, 5500 veces, 6000 veces 0 mas de aumento. Por lo tanto, cuando se evallan en un ensayo
adecuado in vitro, in vivo, 0 ex vivo, los polipéptidos de FX modificados que tiene la glicosilacion alterada puede
presentar un aumento de la resistencia a AT-lll en comparacién con el del aumento de los polipéptidos de FX sin
modificar. llustrativos de dichos polipéptidos de FX modificados son los que se muestran en la Seccién D.3.

2. Aumento en la dependencia del cofactor

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX modificados, incluyendo un zimégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, que contienen una o mas modificaciones en un polipéptido FX y que,
cuando esta en una forma activa de FXa, presenta mayor actividad catalitica en presencia del cofactor de FVa
(actividad dependiente de FVa) en comparacion con la ausencia de FVa (actividad independiente de FVa). Las
modificaciones pueden ser inserciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos. En particular, las modificaciones
son sustituciones de aminoacidos. Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento,
cuando estan en forma activa, presenta un aumento en la dependencia del cofactor como una relacion de actividad
catalitica en presencia de FVa a la de en ausencia de FVa en comparacion con el FXa que no contiene las
modificaciones.

Aunque FVa actla para aumentar sustancialmente la actividad de FXa, FXa natural presenta alguna actividad
incluso en ausencia de FVa. Por ejemplo, como se ilustra en los Ejemplos en el presente documento, la dependencia
del cofactor del FXa natural (por ejemplo, derivado en plasma o producido de forma recombinante) es
aproximadamente de 3.000. Como se ha descrito anteriormente, la actividad independiente de FVa puede dar como
resultado actividades no deseadas que limitan el uso de FXa como una sustancia terapéutica. Se encuentra en el
presente documento que limitar o reducir la actividad independiente de FVa puede llevarse a cabo reteniendo a la
vez las actividades dependientes de FVa. Los cambios en la actividad catalitica en presencia de FVa pueden
manifestarse como un aumento de la actividad coagulante dependiente de FVa. Por lo tanto, se pueden reducir,
minimizar o eliminar las actividades no deseadas, manteniendo a la vez la actividad de la protrombinasa en las
superficies de la membrana para efectuar la formacién del coagulo requerido para las aplicaciones terapéuticas. Las
proteasas modificadas proporcionadas en el presente documento, como polipéptidos de FXa activos, presentan
mucha mas potencia que el FXa natural, pero puede ser mucho mas seguro debido a que la forma libre en
circulacion puede sola presentar una actividad cuando se une al cofactor de FVa en el sitio de una herida.

El aumento de la dependencia del cofactor se consigue por la modificacion de uno o mas restos de aminoacidos en
la cadena pesada de FX que se asocia(n) con el cambio de conformacién del zimégeno de FX a FXa. Normalmente,
FX existe en un equilibrio de formas conformacionales desde zimdgeno a la proteasa activa, que favorece a la forma
zimdgena antes de la activacion y favorece la forma de FXa después de la activacion. En la forma zimégena, el
bolsillo con especificidad primaria (por ejemplo, el sitio de unién de S1) y el orificio oxianiénico no estan presentes o
estan estabilizados en sus "conformaciones activas”, que vuelven inactiva la forma zimégena. Ademas, los sitios
extendidos de especificidad del sustrato (exositios) y sitios de unién a FVa no estan adecuadamente formados o
estabilizados en "conformaciones activas". Se puede cambiar la transicion al estado activo alterado tras la escision
del enlace entre Arg194-1le195 (Argl5-llel6 en la numeracion de la quimotripsina), que da como resultado la
creacion de un extremo N nuevo que esta implicado en la formacion de un puente salino con Asp378 (Aspl194 en la
numeracion de la quimotripsina). La transicion a un estado de proteasa puede también producirse sin escision del
enlace mediante la presencia de interacciones estabilizantes con la forma de FXa. Por ejemplo, el cofactor de FVa
proporciona una fuerte interaccion estabilizante con FXa y desplaza el equilibrio a la forma de FXa.

Tras la escisién del enlace, esta transicion del zimégeno a enzima activa se asocia también con otros cambios de
conformacién de la proteasa para producir una enzima activa. Por ejemplo, cambios de conformacion en el dominio
de activacion, que corresponde a los restos 195-198, 325-334, 366-377 y 400-406 en la numeraciéon madura con
referencia a la SEQ ID NO:134 (que corresponde a los restos 16-19, 142-152, 184-193 y 216-223 mediante
numeracion de la quimotripsina), reordena y estabiliza el bolsillo de especificidad primaria o el sitio de unién al
sustrato y el orificio oxianionico (Toso et al. (2008) J. Biol. Chem., 283:18627-18635). Ademas, el exositio 1 formado
por bucles que contienen los restos 213-219 y 249-259 (que corresponden a los restos 34-40 y 70-80 mediante
numeracion de la quimotripsina), que esta implicado en la unién de la protrombina y la catélisis, existe en un estado
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de proexositio y se expresa solo en una configuracion activa con los cambios de conformacién que acompafian a la
transicion (Bock et al. (2007) J. Thromb. Haemost., 5:81-94). El cambio de conformacion del zimégeno a la enzima
activa conduce también conduce también a la expresién del sitio de unién a FVa que incluye Arg347, Lys351 y
Lys414 en el exositio 2 que forma el epitopo de unién al nacleo del cofactor (véase también Bianchini (2004) J Biol.
Chem., 279:3671-3679). La conformacion de la enzima activa se estabiliza también tras la unién del sustrato.

El equilibro de conformacién de las proteinas de FX puede desplazarse mediante la modificacion de los restos de
aminoacidos que se asocian con el zimoégeno para la transicion de la enzima activa. La modificacién en estos restos
puede desplazar el equilibrio a un estado analogo a zimdgeno. Los restos asociados con el zimégeno para la
transicion de la enzima activa incluyen los restos en el extremo N nuevo, tales como los restos de aminoacidos 195-
198 (que corresponden a los restos 16-19 mediante numeracién de la quimotripsina). Otros restos asociados con la
transicion del zimdgeno incluyen los restos en el dominio de activacion y los exositios (que se muestran
anteriormente) que juegan de forma directa un papel en el cambio de conformacioén o estan energéticamente unidos
de otra forma. La mutacion de los restos en estas regiones puede dar como resultado perturbaciones estructurales
del dominio de activacién y/o los exositios de la enzima activada en el proceso de transicion, alterando por tanto la
union del sustrato y/o la catdlisis que da como resultado una actividad analoga a zimégeno. Por ejemplo, parte del
dominio de activacion es el bucle de autolisis (que corresponde a los restos 142-152 mediante numeracién de la
quimotripsina), que si se altera estructuralmente puede dar como resultado una proteolisis reducida del sustrato. Por
lo tanto, las mutaciones en estas regiones pueden desestabilizar adicionalmente la forma de FXa, dando como
resultado un desplazamiento en el equilibrio en favor de un estado analogo a zimégeno. Se encuentra en el presente
documento que la modificacion de los restos asociados con o en estrecha proximidad a los dominios anteriores
puede también modificarse y afectar a la actividad independiente de FV dando como resultado proteasas que
presentan una dependencia del cofactor sustancialmente aumentada. Los restos de la triada catalitica no estan
dirigidos para la mutagénesis (por ejemplo His236, Asp282 y Ser379 con referencia a la SEQ ID NO:134), debido a
que se requieren para la actividad catalitica.

En particular, las modificaciones se realizan en restos en el segmento peptidico del extremo N que inicia la transicién
a FXa tras la escision del enlace a fin de alterar la formacion de o desestabilizar el puente salino intermolecular u
otros cambios de conformacién "acoplados" que se producen durante la transicion del zimégeno a enzima activa
descrita anteriormente. Por ejemplo, 1le195 y también en alguna extensién Val196 en FXa estan soterrados con el
resto de la proteina, por lo cual, un grupo a-amonio de lle 195 y el grupo carboxilato de la cadena secundaria de
Asp378 forman un puente salino interno. Este puente salino estabiliza la enzima activa. La alteracion del puente
salino, mediante modificacion, por ejemplo, de los restos de aminoacidos en las posiciones 195, 196 y/o 378, se
encuentra que dan como resultado una transformacion de la estructura de la enzima activa hacia una estructura
analoga a zimégeno. La modificacién de los restos adyacentes 197 y 198 también son objetivos de modificacion para
transformar la enzima en una estructura analoga a zimégeno.

Ademas, las modificaciones proporcionadas en el presente documento incluyen aquellas en los restos de la triada
del zimégeno que se sabe que estabilizan el estado del zimégeno en algunas serina proteasas. Por ejemplo, en la
estructura del zimégeno del quimotripsinégeno y el tripsindgeno, la cadena secundaria que corresponde a Asp378
(Asp194 mediante numeracion de la quimotripsina) es estabiliza mediante un par de iones con una histidina
soterrada en la posicion 211 (His40 mediante numeracién de la quimotripsina), que también forma un enlace de
hidrégeno con la posicion 219 (Ser32 mediante numeracion de la quimotripsina) (Madison et al. (1993) Science,
262:419-421). Esta triada de zim6genos (Asp194-His40-Ser32, mediante numeracion de la quimotripsina) estabiliza
la forma zimdgena. La triada de zim6égenos correspondiente no esta presente en FX, debido a que una leucina (L)
esta presente en la posiciéon 211 (correspondiente a la posicién 32 mediante numeracion de la quimotripsina) y una
glicina (G) esta presente en la posicion 219 (que corresponde a la posicion 40 mediante numeracion de la
quimotripsina). Por lo tanto, las modificaciones en el presente documento incluyen aquellas en que una triada de
zimdgenos correspondiente (Asp194-His40-Ser32, mediante numeracion de la quimotripsina) se forma en FX.

Al igual que la forma zimoégena de FX, un polipéptido de FXa en un estado de conformacion analogo a zimégeno
presenta poca actividad catalitica. Como se ha descrito anteriormente, la actividad puede estar regulada por el
cofactor de FVa. Las formas zimdgenas de FX, y las formas analogas a zimégeno de FXa, presentan generalmente
afinidad reducida por FVa, debido de forma presumible a que se requiere la activacién de la conformacion del
dominio de la proteasa para exponer el sitio de union de FVa. No obstante, debido a que FVa es tal como un
estabilizante fuerte, el equilibrio del estado de conformacion analogo a zimégeno a FXa puede rescatarse en
presencia de una fuerte estabilizacién del cofactor FVa en exceso. Por lo tanto, en los ejemplos en el presente
documento, las variantes andlogas a zimégeno presentan poca actividad en ausencia de FVa, pero pueden
presentar sustancial actividad en presencia de FVa. Los polipéptidos de FX resultantes, cuando estan en forma
activa, presentan una relacion de actividad catalitica en presencia de FVa en comparacién con en ausencia de FVa
(denominada también la dependencia relativa del cofactor) que esta aumentada en comparacion con el FXa que no
contiene las modificaciones. El aumento en la dependencia del cofactor puede ser debido a una disminucion en la
actividad catalitica en ausencia de FVa y/o un aumento en la actividad catalitica en presencia de FVa.

Por ejemplo, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, cuando esta en una
forma activa de FXa, presentan una dependencia relativa del cofactor de mas de 5000, tal como mas de 10.000;
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20.000; 30.000; 40.000; 50.000; 100.000; 200.000; 300.000; 400.000; 500.000; 600.000; 700.000; 800.000; 900.000;
1.000.000; 2.000.000; 3.000.000; 4.000.000; 5.000.000; 6.000.000; 7.000.000; 8.000.000; 9.000.000; 10.000.000,
15.000.000; 20.000.000; 25.000.000; 30.000.000; 35.000.000; 40.000.000; 45.000.000; 50.000.000 o0 mas. En
comparacién con FXa que no contiene las modificaciones, la dependencia relativa del cofactor estd aumentada al
menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40
veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces,
600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 2500 veces, 3000 veces, 4000
veces, 4500 veces, 5000 veces, 6000fold, 7000 veces, 8000 veces, 9000 veces, 10000 veces, 15000 veces, 20000
veces 0 mas. Por lo tanto, cuando se evalGan en un ensayo adecuado in vitro, in vivo, 0 ex vivo, los polipéptidos de
FX modificados pueden presentar un aumento en la dependencia del cofactor en comparacién con el de los
polipéptidos de FX sin modificar.

Incluidos entre dichos polipéptidos FX modificados estan aquellos que contienen una(s) modificacién(ones) en la(s)
posicion(ones) de aminoéacido(s) 195, 196, 197, 198, 200, 202, 211, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 273, 276, 306,
326, 327, 332, 334, 336, 338, 378, 420 y/o 424 en la cadena pesada de un FX que corresponde a las posiciones que
se muestran en la SEQ ID NO:134. Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados que se proporcionan en el
presente documento incluyen aquellos que contienen una(s) modificacién(ones) en una(s) posicion de aminoacido(s)
198, 202, 211, 214, 217, 219, 327 ylo 338. En general, la modificacion es una sustitucion de aminoacido. La
sustitucién de aminoacido puede ser en cualquiera de los otros 19 aminoacidos en esta posicion siempre que el
polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma activa, presente un aumento en la dependencia del
cofactor en comparacion con el FXa que no contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) y retenga la actividad
catalitica dependiente de FVa.

En un ejemplo, los polipéptidos de FX modificados contienen al menos una(s) modificaciones de aminoéacido(s), de
tal manera que al menos una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) en la posicién correspondiente a 195, 196, 197,
0 198, por ejemplo, al menos en la posicion 196, como se muestra en la SEQ ID NO: 134 (posicion 16-19 mediante
numeracion de la quimotripsina). Estos restos de aminoacidos corresponden a los restos hidréfobos en el extremo N
nuevo que esta expuesto tras la activacion por escision del zimégeno de FX. Como se describe en otra parte del
presente documento, los restos hidréfobos en el extremo N forman un puente salino con el resto Asp378 (Aspl194
mediante numeracion de la quimotripsina) que es necesario para la transicion desde el estado inactivo al estado
activo. Por ejemplo, el resto Val que esta presente en la posicidon 196 con referencia a la numeracion del polipéptido
FX ilustrativo que se muestra en la SEQ ID NO: 134 es hidr6fobo y es adecuado para esta interaccion. Se encuentra
en el presente documento que la modificacion de los restos de aminoacidos 195, 196, 197 y/o 198 en el extremo N
(que corresponden a los restos 16-19 mediante numeracién de la quimotripsina) a un resto de aminoacido hidréfilo
neutro que contiene un grupo R polar actda particularmente para alterar o desestabilizar la formacion del puente
salino. llustrativos de dichos restos de aminoéacidos para la sustitucién son Asn (N), GiIn (Q), Ser (S), Thr (T), Cys (C)
o Tyr (Y).

Las modificaciones ilustrativas proporcionadas en el presente documento incluyen, aunque no de forma limitativa, la
sustitucién de aminoacidos en un polipéptido FX no modificado con: | en una posicién que corresponde a la posicion
196; S en una posicion que corresponde a la posicion 196; L en una posicidon que corresponde a la posicion 196; T
en una posicion que corresponde a la posicion 196; S en una posicién que corresponde a la posicion 197; S en una
posicion que corresponde a la posicion 197; A en una posicion que corresponde a la posicion 197; A en una posicion
que corresponde a la posicion 200; V en una posicion que corresponde a la posiciéon 200; S en una posicién que
corresponde a la posicién 202; S en una posicidon que corresponde a la posicion 211; D en una posicion que

S
corresponde a la posicion 214; A en una posicion que corresponde a la posicion 214; S en una posicién que
corresponde a la posicion 214; N en una posicion que corresponde a la posicion 215; R en una posicién que
corresponde a la posicion 216; K en una posicion que corresponde a la posicion 216; A en una posicién que
corresponde a la posicion 216; S en una posicion que corresponde a la posicion 216; S en una posicién que
corresponde a la posicién 217; R en una posicidn que corresponde a la posicién 218; K en una posicion que
corresponde a la posicién 218; A en una posicidon que corresponde a la posicion 218; H en una posicion que
corresponde a la posicion 219; A en una posicién que corresponde a la posicidon 273; E en una posiciéon que
corresponde a la posicion 273; A en una posicién que corresponde a la posicidon 276; E en una posicion que
corresponde a la posicion 276; E en una posicion que corresponde a la posicion 306; S en una posicién que
corresponde a la posicion 326; T en una posicién que corresponde a la posicion 326; V en una posicién que
corresponde a la posicion 326; Q en una posicién que corresponde a la posicién 326; N en una posicion que
corresponde a la posicion 326; M en una posicion que corresponde a la posicion 326; K en una posicién que
corresponde a la posicion 326; Y en una posicion que corresponde a la posicion 326; E en una posicién que
corresponde a la posicién 326; D en una posicidbn que corresponde a la posicién 326; A en una posicion que
corresponde a la posicion 327; L en una posicidon que corresponde a la posicion 327; A en una posicion que
corresponde a la posicién 332; D en una posicidn que corresponde a la posicién 332; E en una posicion que
corresponde a la posicién 332; S en una posicion que corresponde a la posicién 332; G en una posicion que
corresponde a la posicion 332; A en una posicion que corresponde a la posicion 334; T en una posicion que
corresponde a la posicion 334; N en una posicion que corresponde a la posicion 334; E en una posicién que
corresponde a la posicion 336; A en una posicion que corresponde a la posicion 338; S en una posicién que
corresponde a la posicion 338; N en una posicion que corresponde a la posicion 338; R en una posicién que
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corresponde a la posicion 338; V en una posicién que corresponde a la posiciéon 338; Y en una posicion que
corresponde a la posicién 338; M en una posicién que corresponde a la posicion 338; A en una posicion que
corresponde a la posicion 420; E en una posicién que corresponde a la posicidon 420; A en una posicion que
corresponde a la posicidn 424; y/o E en una posicion que corresponde a la posicion 424, cada una con referencia a
las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede
contener uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas de cualquiera de las anteriores
sustituciones de aminoacidos, donde cada sustitucion se realiza en una posicion diferente, siempre que el
polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma activa, presenta un aumento en la dependencia del
cofactor y retiene una actividad catalitica dependiente de FVa. Dichos polipéptidos de FX modificados incluyen
aquellos que presenta al menos un aumento de 2 veces en la dependencia del cofactor, cuando esta en forma
activa, en comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones. Con
referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en las Tablas 5y 6
dichas sustituciones de aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX proporcionado en e presente documento.
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Pueden estar también incluidas sustituciones de aminoacidos adicionales en los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento y pueden ser cualquiera de otras sustituciones de aminoacidos descritas
en el presente documento o conocidas en la materia, siempre que los polipéptidos de FX modificados resultantes
presenten al menos un aumento de 2 veces en la dependencia del cofactor, cuando esta en forma activa, en
comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que no contiene las modificaciones y que retiene la actividad
catalitica dependiente de FVa. Por ejemplo, las modificaciones adicionales incluyen cualesquiera modificaciones
adicionales descritas en el presente documento para aumentar la resistencia a los inhibidores, tales como AT-III (por
ejemplo, Seccion D.3) y/o para alterar la glicosilacion (por ejemplo, Seccion D.1). Las sustituciones ilustrativas de
aminoacidos para introducir un sitio de glicosilaciéon no nativo incluyen, aunque no de forma limitativa,
sustitucién(ones) de aminoacido(s) en un polipéptido de FX sin modificar con: N en una posicién que corresponde a
la posicion 51; N en una posiciéon que corresponde a la posicién 56 y S en una posicién que corresponde a la
posicion 58; N en una posicion que corresponde a la posiciéon 62 y S en una posicidn que corresponde a la posicion
64; N en una posicion que corresponde a la posicién 65 y S en una posicién que corresponde a la posicion 67; N en
una posicién que corresponde a la posicién 67; N en una posicion que corresponde a la posicion 73 y S en una
posicion que corresponde a la posiciéon 75; N en una posicion que corresponde a la posicion 75 y S en una posicién
que corresponde a la posicién 77; N en una posicion que corresponde a la posicion 77 y S en una posiciéon que
corresponde a la posicion 79; N en una posicidn que corresponde a la posicién 78 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 80; S en una posicion que corresponde a la posicion 82; N una posiciéon que
corresponde a la posiciéon 83; N en una posicidbn que corresponde a la posicién 82 y S una posicion que
corresponde a la posicion 84; N en una posicién que corresponde a la posicién 85y S una posicion que
corresponde a la posicién 87; N en una posicion que corresponde a la posicién 86 y S una posicion que
corresponde a la posicién 88; N en una posicion que corresponde a la posicién 95y S una posicion que
corresponde a la posicion 97; N en una posicion que corresponde a la posicién 114; N en una posicion que
corresponde a la posicion 119 y S en una posicion que corresponde a la posicién 121; S en una posicion que
corresponde a la posicion 122; N en una posicién que corresponde a la posicion 215 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 217; N en una posicion que corresponde a la posicion 243 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 245; N en una posicion que corresponde a la posiciéon 264 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 266; N en una posicion que corresponde a la posicion 293 y S en una posicién que
corresponde a la posicién 295; N en una posicién que corresponde a la posicion 388; N en una posicion que
corresponde a la posicion 389 y S en una posicion que corresponde a la posicién 391; N es una posicion que
corresponde a la posicién 428 y S en una posiciéon que corresponde a la posicion 430 y/o N en una posicién que
corresponde a la posicion 429 y S en una posicién que corresponde a la posicion 431, cada una en referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134. Con referencia a los restos de aminoacidos que
se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en la Tabla 6 las sustituciones de aminoacidos no limitantes en un
polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente documento.

Tabla 6
L73N/G755/V196S |G75N/E77S/V196S |R86N/I88S/V196 |G114N/V196S D95N/D97|[E82SN196S
S S/V196S
G78N/N80S/V196S |[E77N/K79S/V196S |D119N/G121S/V [L83N/V196S K122SN1 |[E51NN196S
196S 96S
G114N/D119N/G121 D119N/G121S/V196 [T85N/K87S/V196|Q56N/Q58S/V196S K62N/G64|D119N/G121S/V1
SN196S S/1211S/G219H/K388|S S/V196S [96S/1211S/G219
N H
G114N/D119N/G121 |L65N/E67SV196S [E67NN196S V196S/E215N/N217S  |V196S/E2 |G114N/V196S/L2
SN196S/L.211S/G219 64N/E266 [11SG219H/K388
H S N
D119N/G121S/V196 |G114N/V196S/E264 [V196S/R429N/L4|V196S/R243N/K245S  [V196S/T2 [V196S/D389N/Y3
S/E264N/E266S N/E266S 31S 93N/R295 [91S
S
D119N/G121S/V196 [V196S/T428N/G430 [V196S/1211S/G2 D119N/G121S/V196S/12 |(G114N/V1|V196S/E264N/E2
S/K388N S 19H/E264N/E266(11S/G219H/E264N/E266(96S/ 66S/K388N
S S L211s/
G219H/
E264N/E2
66S
EB82N/F84S/V196S |Q58N/K60S/V196S |G114N/V196S/L2|V196S/1211S/G219H/E2 [V196S/K3
11S/G219H 64N/E266S/K388N 88N
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En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento incluyen al
menos una modificacién que es, aunque no de forma limitativa, la sustitucion de aminoacidos en un polipéptido FX
no modificado con: S en una posicién que corresponde a la posicién 196; T en una posicién que corresponde a la
posicion 196; S en una posicion que corresponde a la posicién 197; S en una posicion que corresponde a la posicion
197; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 197; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 200; V
en una posicién que corresponde a la posicién 200; S en una posiciéon que corresponde a la posicion 202; S en una
posicion que corresponde a la posicion 211; D en una posicién que corresponde a la posicion 214; A en una posicién
que corresponde a la posicién 214; S en una posiciéon que corresponde a la posicion 214; N en una posicion que

corresponde a la posicién 215; R en una posicidbn que corresponde a la posicién 216; A en una posicion que
corresponde a la posicion 216; S en una posicién que corresponde a la posiciéon 216; S en una posicion que
corresponde a la posicién 217; R en una posicidbn que corresponde a la posicién 218; A en una posicion que
corresponde a la posicién 218; H en una posicidbn que corresponde a la posicién 219; E en una posicion que
corresponde a la posicion 273; E en una posicion que corresponde a la posicion 276; E en una posicién que
corresponde a la posicion 306; S en una posicion que corresponde a la posicion 326; T en una posicion que
corresponde a la posicion 326; V en una posicion que corresponde a la posicion 326; N en una posicién que
corresponde a la posicion 326; M en una posiciéon que corresponde a la posicion 326; K en una posicién que
corresponde a la posicion 326; Y en una posicién que corresponde a la posicidon 326; E en una posicion que
corresponde a la posicién 326; D en una posicidbn que corresponde a la posicién 326; A en una posicion que
corresponde a la posicion 327; L en una posicién que corresponde a la posicién 327; D en una posiciéon que
corresponde a la posicion 332; E en una posicién que corresponde a la posicion 332; S en una posiciéon que
corresponde a la posicion 332; G en una posicion que corresponde a la posicion 332; A en una posicién que
corresponde a la posicion 334; T en una posicién que corresponde a la posicion 334; N en una posicién que
corresponde a la posicion 334; E en una posicion que corresponde a la posicion 336; A en una posicién que
corresponde a la posicion 338; S en una posicion que corresponde a la posicion 338; N en una posicién que
corresponde a la posicion 338; R en una posicion que corresponde a la posicion 338; V en una posicién que
corresponde a la posicién 338; Y en una posicidon que corresponde a la posicion 338; M en una posicion que

corresponde a la posicion 338; E en una posicion que corresponde a la posicion 420; y/o E en una posiciéon que
corresponde a la posicion 424, cada una en referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134.

En los ejemplos en el presente documento, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente
documento, incluido el FX zimégeno modificado o FXa, tienen al menos una sustitucion de aminoacido en un
polipéptido de FX sin modificar que es una sustituciéon con S en una posicién que corresponde a la posicién 211 o
una sustitucion con H en una posicién que corresponde a la posicion 219 con referencia a las posiciones de
aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede contener dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas sustituciones de aminoacidos, donde cada sustitucion se realiza
en una posicion diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma activa,
presenta un aumento en la dependencia del cofactor y retiene una actividad catalitica dependiente de FVa. Por
ejemplo, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluido el FX zimégeno
modificado o FXa, tienen al menos dos sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX sin modificar que es
una sustitucion con S en una posicién que corresponde a la posiciéon 211 o una sustitucion con H en una posicién
que corresponde a la posicion 219 con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134. Otras sustitucién(ones) de aminoacidos pueden ser cualquier otra sustitucion de aminoacidos descrita en el
presente documento o conocida en la materia. En un ejemplo concreto, una sustitucion de aminoacidos adicional se
realiza en la posicion 195, 196, 197 o 198. llustrativos de dichas sustituciones de aminoacidos incluyen, aunque no
de forma limitativa, la sustitucion con: L en una posicion que corresponde a la posicion 195; la sustitucién con V en
una posicién que corresponde a la posicion 195; la sustitucion con S en una posicidn que corresponde a la posicién
195; la sustitucion con T en una posicién que corresponde a la posicion 195; la sustitucion con | en una posicion que
corresponde a la posicion 195; la sustitucion con A en una posicidn que corresponde a la posicién 195; la sustitucién
con F en una posicion que corresponde a la posicion 195; la sustitucion con D en una posicion que corresponde a la
posicion 195; la sustitucion con G en una posicién que corresponde a la posicion 195; la sustitucion con | en una
posicion que corresponde a la posicion 196; la sustitucion con A en una posicién que corresponde a la posicion 196;
la sustituciéon con S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196; la sustitucién con L en una posiciéon que
corresponde a la posicion 196; la sustitucion con F en una posicion que corresponde a la posicion 196; la sustitucion
con | en una posicién que corresponde a la posicién 196; la sustitucién con T en una posicion que corresponde a la
posicion 196; la sustitucion con G en una posicion que corresponde a la posicién 196; S en una posicion que
corresponde a la posicion 197; A en una posicion que corresponde a la posicion 197; A en una posicién que
corresponde a la posicion 197; N en una posicion que corresponde a la posicion 197; H en una posicién que
corresponde a la posicién 197; y R en una posicién que corresponde a la posicién 197. En otros ejemplos, las
modificaciones adicionales incluyen cualesquiera modificaciones adicionales descritas en el presente documento
para aumentar la resistencia a los inhibidores, tales como AT-III (Seccion D.3) y/o para aumentar la alteracion de la
glicosilacion (Seccion D.1). Dichos polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que presenta al menos un
aumento de 2 veces en la dependencia del cofactor, cuando esta en forma activa, en comparacion con el polipéptido
de FXa sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones. Con referencia a los restos de aminoacidos que
se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en la Tabla 7 las sustituciones de aminoacidos no limitantes en un
polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente documento.
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N8

8EM/HB1CO/SLICI/IS96LA/SICLO/NGLLA

S9 S99¢3/NY N8
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En los ejemplos concretos del presente documento, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el
presente documento, incluido el FX zimégeno modificado o FXa, tienen al menos una sustitucion de aminoacido en
un polipéptido de FX sin modificar que es una sustitucién con S en una posicién que corresponde a la posicion 196;
L en una posicién que corresponde a la posicion 196; T en una posicion que corresponde a la posicion 196; S en una
posicion que corresponde a la posicion 197; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 197; A en una posicién
que corresponde a la posicion 200; V en una posicidon que corresponde a la posicion 200; S en una posicion que
corresponde a la posicion 202; A en una posicion que corresponde a la posicion 338; S en una posicién que
corresponde a la posiciéon 338; o V en una posicion que corresponde a la posicion 338, cada una en referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede contener
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas sustituciones de aminoacidos, donde cada sustitucion se
realiza en una posicién diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma
activa, presenta un aumento en la dependencia del cofactor y retiene una actividad catalitica dependiente de FVa.
Otras sustitucidon(ones) de aminoacidos pueden ser cualquier otra sustitucion de aminoacidos descrita en el presente
documento o conocida en la materia. Por ejemplo, las modificaciones adicionales incluyen cualesquiera
modificaciones adicionales descritas en el presente documento que aumentar la independencia del cofactor,
cualquiera que aumente la resistencia a los inhibidores, tales como AT-lll (Seccién D.3) y/o para alterar la
glicosilacion (Seccion D.1). Dichos polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que presenta al menos un
aumento de 10 veces en la dependencia del cofactor, cuando esta en forma activa, en comparacion con el
polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones. Con referencia a los restos de
aminoéacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en la Tabla 8 y la Tabla 9 dichas sustituciones de
aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX proporcionado en el presente documento.

Tabla 8

V196S V196T V196L V196T G197S
K202S K338A K338S K338V T327A/K338A
E200V/T327L/S334A/K338M G197A/1211/G219H

En ejemplos particulares, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluido el
FX zimégeno modificado o FXa, que presentan un aumento en la dependencia del cofactor en su forma activa tienen
al menos una sustitucion de aminoacido en un polipéptido de FX sin modificar en la posicion de aminoacido 196 de
un resto de aminoacido no polar, neutro o hidréfilo. Por lo tanto, los polipéptidos de FX modificados proporcionados
en el presente documento contienen al menos una modificacion de aminoéacido, tal como al menos la sustitucion de
un aminodcido, que es una sustitucion con N, Q, S, T, W, C, o Y en una posicién que corresponde a la posicién 196
con referencia a la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 134. Dichos polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento incluyen aquellos que presentan al menos un aumento de 2
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, y generalmente al menos 50 veces, tal como al menos 100
veces 0 mas, de aumento en la dependencia del cofactor, cuando esta en forma activa, en comparacion con el
polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones. llustrativo de dicho polipéptido de
FX modificado proporcionado en el presente documento es un polipéptido de FX, incluyendo un zimégeno de FX
modificado o FXa, que contiene al menos una sustitucién de aminoacido que es una sustitucion con S en una
posicion que corresponde a la posicién 196. El polipéptido de FX modificado puede contener dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas sustituciones de aminoacidos, donde cada sustitucién se realiza en una posicion
diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma activa, presenta al menos 2
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, y generalmente al menos 50 veces, tal como al menos 100
veces 0 mas, de aumento en la dependencia del cofactor y retiene una actividad catalitica dependiente de FVa.
Otras sustituciéon(ones) de aminoacidos pueden ser cualquier otra sustitucion de aminoacidos descrita en el presente
documento o conocida en la materia. Por ejemplo, las modificaciones adicionales incluyen cualesquiera
modificaciones adicionales descritas en el presente documento que aumentar la independencia del cofactor,
cualquiera que aumente la resistencia a los inhibidores, tales como AT-Ill (Seccion D.3) y/o cualquiera para alterar la
glicosilacion (Seccién D.1). Con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, se
muestran en la Tabla 9 las sustituciones de aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX modificado
proporcionado en el presente documento.
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3. Resistencia aumentada a los inhibidores

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos de FX modificados, incluyendo un zimégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, que contienen una o0 mas modificaciones en un polipéptido FX y que,
cuando esta en una forma activa de FXa, presentan una resistencia aumentada a la inhibicion mediante un inhibidor
de FX. Los inhibidores de FX incluyen, por ejemplo, el inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI) y la antitrombina Ill
(AT-IIl). Las modificaciones pueden ser inserciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos. En particular, las
modificaciones son sustituciones de aminoéacidos.

TFPI es un inhibidor de tipo Kunitz. TFPI tiene una secuencia precursora de aminoacidos que se muestra en la SEQ
ID NO:557 y tiene una secuencia madura que corresponde a los restos que se muestran como 29-304 de la SEQ ID
NO: 557. TFPI es trivalente y contiene tres dominios de tipo Kunitz. TFPI inhibe directamente FXa a través de su
segundo dominio de Kunitz (que corresponde a los restos 125-175 de la secuencia que se muestra en la SEQ ID
NO:557). TFPI es también capaz de inhibir el complejo del factor Vlla/tejido (TF), después que FXa se une, mediante
su primer dominio de Kunitz (que corresponde a los restos 54-104 en la secuencia que se muestra en la SEQ ID
NO:557). La inhibicién por TFPI es mayor en presencia de fosfolipidos y FVa. Al igual que ATIII a continuacion, la
actividad de TFPI esta mediada por las interacciones de unién a sitio activo con FXa. Incluidos entre los polipéptidos
de FX modificados proporcionados en el presente documento, tales como los polipéptidos de FX que son
polipéptidos analogos a zimégeno, estan aquellos que presentan una resistencia aumentada a TFPI debido a que las
interacciones de unién estan alteradas y/o no son accesibles a la inhibicion por TFPI.

AT-lll es un anticoagulante de serpina (inhibidor de la serina proteasa). AT-Ill se sintetiza como una proteina
precursora que contiene 464 restos de aminoacidos (véase la SEQ ID NO:553). En el curso de la secrecion, un
péptido de sefializacion de 32 restos se escindi6 para generar una antitrombina humana madura de 432
aminoacidos (SEQ ID NO:554). La glicoproteina AT-IIl de 58 kDa circula en la sangre y funciona como un inhibidor
de la serina proteasa (serpina) para inhibir un gran ndmero de serina proteasa del sistema de coagulacién. Los
objetivos principales de AT-IIl son la trombina y el factor Xa, aunque se ha mostrado también que AT-IIl muestra
inhibir las actividades de FIXa, FXla, FXlla y, en una menor medida, FVlla (véase, por ejemplo, la Figura 2).

La accién de AT-IlI esta muy potenciada por los glicosaminoglicanos, tal como el sulfato de heparan que se produce
naturalmente o las diversas heparinas derivadas de tejidos que se usan ampliamente como anticoagulantes en la
practica clinica. AT-lll se une de una manera muy especifica a una Unica secuencia de pentasacarido en la heparina
que induce un cambio de conformacién en el bucle del centro reactivo (RCL). En dicha conformacion, el bucle del
centro reactivo de AT-1ll puede interactuar mas eficazmente con el sitio reactivo de la serina proteasa, y efectuar la
inhibicidn. Esta "activacién” del ATIlI RCL se puede inducir por el propio pentasacarido especifico asi como por otras
formas de "bajo peso molecular” de la heparina y también por las formas de alto peso molecular de la heparina. La
heparina de cadena larga (o heparina de "alto peso molecular"), que tiene sitios de unién en AT-Ill y FXa, actlda
también como un molde para AT-lll y FXa, poniéndolos por tanto en estrecha proximidad y facilitando ademas la
interaccion inhibidora. En ausencia de heparina, AT-IIl es un inhibidor relativamente ineficaz de FXa (Quinsey et al.
(2002) J. Biol. Chem., 277:15971-15978).

AT-Ill interactta de forma especifica con FXa y no con la forma zimégena de FX. El cambio de conformacién que se
produce tras la escision del enlace Argl194-1le195 (Argl5-llel6 en la numeracion de la quimotripsina) expone
estructuralmente los exositios requeridos para AT-1ll y las interacciones de la heparina. La interaccion de AT-Ill con
FXa estd mediada o potenciada por los restos extendidos en el sitio de union a sustrato en el exositio 1, y
especificamente los restos de acido glutamico 215, 216 y 219 mediante la numeracién madura (que corresponde a
los sitios 36, 37 y 39 en la numeracién de la quimotripsina (véase, por ejemplo, Quinsey et al. (2002) y Bianchini et
al. (2004) J. Biol. Chem., 279:3671-3679). El exositio de union a heparina de FXa esta topolégicamente localizado en
el lado opuesto del exositio 1, e incluye los restos Arg273, Lys 276, Arg306, Arg347, Lys351, Lys420 y Arg424 en la
numeracion madura que se muestra en la SEQ ID NO:134 (que corresponde a Arg93, Lys96, Argl25, Argl6s,
Lys169, Lys236 y Arg240, en la numeracién de la quimotripsina) (véase, por ejemplo, Rezaie (2000) J. Biol. Chem.,
275:3320-7). Ademas, los restos basicos del bucle de la autolisis 326-336 (que corresponden a los restos 143-154
mediante numeracion de la quimotripsina) juegan también un papel en el reconocimiento de la conformacion
activada por heparina de AT-lll por FXa (Rezaie et al. (2005) J. Biol. Chem., 280:32722-32728; Bianchini et al.
(2004)).

Se puede conseguir el aumento de la resistencia a los inhibidores, incluyendo TFPI o AT-1Il modificando uno o mas
restos en un polipéptido de FX asociado con una interaccion inhibidora (por ejemplo, AT-1ll o TFPI). Asimismo, se
puede conseguir un aumento de la resistencia modificando uno o mas restos implicados en las interacciones de la
heparina. Por ejemplo, se pueden modificar uno o mas restos en el exositio 1, el bucle de autolisis o0 en el exositio de
unién a heparina. Ademas, las modificaciones que vuelven el polipéptido de FXa mas analogo a zimégeno, alteran
por tanto conformacionalmente el acceso a los sitios de union anteriores, pueden conferir también un aumento de la
resistencia a los inhibidores. Por lo tanto, las modificaciones para aumentar la resistencia a los inhibidores (por
ejemplo, ATIII o TFPI) se pueden producir también en uno o mas restos del dominio de activacion que corresponden
a los restos 195-198, 325-334, 366-377 y 400-406 en la numeracion madura con referencia a la SEQ ID NO:134
(que corresponde a los restos 16-19, 142-152, 184-193 y 216-223 en la numeracion de la quimotripsina) y/o los
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restos 211, 219 o 378 para formar una triada de zimégenos (véase, por ejemplo, Seccion D.2 anterior).

Por ejemplo, Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, cuando estan en una
forma activa de FXa, presentan un aumento en la resistencia a los inhibidores (por ejemplo, AT-IIl o TFPI) en
comparacion con el FXa sin modificar que no contiene las modificaciones de al menos 2 veces, tal como al menos 3
veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700
veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 2500 veces, 3000 veces, 3500 veces, 4000
veces, 4500 veces, 5000 veces, 5500 veces, 6000 veces 0 mas. Por lo tanto, cuando se evallan en un ensayo
adecuado in vitro, in vivo, o ex vivo, los polipéptidos de FX modificados pueden presentar un aumento en la
resistencia a los inhibidores (por ejemplo, AT-1ll o TFPI) en comparacion con el de los polipéptidos de FX sin
modificar.

Incluidos entre dichos polipéptidos de FX modificados estan aquellos que contienen una(s) modificacién(ones) en
el(los) resto(s) de aminoéacido(s) 196, 197, 200, 202, 211, 214, 216, 218, 219, 273, 276, 306, 326, 327, 332, 334,
336, 338, 420 y/o 424 en la cadena pesada de un FX que corresponde a los restos que se muestran en la SEQ ID
NO:134. En general, la modificaciéon es una sustitucién de aminoacido. La sustitucion de aminoacido puede ser en
cualquiera de los otros 19 aminoacidos en esta posicion siempre que el polipéptido de FX modificado resultante,
cuando esta en forma activa, presenta un aumento en la resistencia a los inhibidores (por ejemplo, AT-llIl o TFPI) en
comparacién con el FXa que no contiene la(s) sustitucién(ones) de aminoacido(s) y retiene la actividad catalitica
dependiente de FVa.

En ejemplos particulares, Las modificaciones para efectuar la resistencia a los inhibidores pueden ser modificaciones
que vuelven el polipéptido de FXa mas analogo a zimégeno, reduciendo por tanto de velocidad de unién del inhibidor
(por ejemplo, union de AT-IIl o unién de TFI). Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados que presentan un
aumento de la resistencia a los inhibidores (por ejemplo, AT-lll o TFPI) pueden contener al menos una(s)
modificacién(ones) de aminoacido(s), tal como al menos una(s) sustitucién(ones) de aminoacido(S), en una posicién
que corresponde a la posicion 195, 196, 197, o 198 con referencia a las posiciones que se muestran en la SEQ ID
NO:134 (posicion 16-19 en la numeracién de la quimotripsina). Estos restos de aminoacidos corresponden a los
restos hidréfobos en el extremo N nuevo que se crea tras la activacion por escision del zimégeno de FX. Como se
describe en otra parte del presente documento, tras la "activacion por escisién" de los restos hidroéfobos en la
insercion del extremo N en el bolsillo de activacién" y el a-amonio nuevo de lle195 forma un puente salino con el
resto Asp378 (que corresponde a Asp194 en la numeracion de la quimotripsina) que es necesario para la transicion
desde el estado inactivo al estado activo. Por ejemplo, el resto Val que esta presente en el polipéptido de FX
ilustrativo que se muestra en la SEQ ID NO:134 es hidréfobo y es adecuado para la interacciéon 6ptima con el bolsillo
de interaccion. En ejemplos particulares, la modificacion mediante sustituciones de aminoacidos de los restos de
aminoéacidos 195, 196, 197 y/o 198 en el extremo N (que corresponden a los restos 16-19 en la numeracion de la
quimotripsina) a un resto de aminoacido hidréfilo neutro que contiene un grupo R polar altera o desestabiliza esta
formacion del puente salino a u otros cambios de conformacién "acoplados" descritos anteriormente, manteniendo
todavia la actividad de retencion. llustrativos de dichos restos de aminoacidos son Asn (N), GIn (Q), Ser (S), Thr (T),
Cys (C) o Tyr (Y).

En los ejemplos en el presente documento, las modificaciones proporcionadas en el presente documento que
confieren un aumento de la resistencia a los inhibidores (por ejemplo AT-IlIl o TFPI) incluyen, aunque no de forma
limitativa, la sustitucién de aminoacidos en un polipéptido FX no modificado con: | en una posicién que corresponde
a la posicion 196; S en una posicién que corresponde a la posicién 196; L en una posicion que corresponde a la
posicion 196; T en una posicidn que corresponde a la posiciéon 196; S en una posicién que corresponde a la posicién
197; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 197; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 200; V
en una posicién que corresponde a la posicién 200; S en una posicidon que corresponde a la posiciéon 200; S en una
posicion que corresponde a la posicion 202; S en una posicién que corresponde a la posicién 211; D en una posicion
que corresponde a la posicion 214; A en una posicion que corresponde a la posiciéon 214; S en una posicién que

en una posicion que corresponde a la posicion 332;
en una posicion que corresponde a la posicion 332;

en una posicion que
en una posiciéon que

corresponde
corresponde

la posicion 327;
la posicion 332;

corresponde a la posicién 214; R en una posicidn que corresponde a la posicién 216; K en una posicion que
corresponde a la posicion 216; A en una posicién que corresponde a la posiciéon 216; S en una posicion que
corresponde a la posicion 216; R en una posicion que corresponde a la posicion 218; K en una posicién que
corresponde a la posicion 218; A en una posicion que corresponde a la posicion 218; H en una posicién que
corresponde a la posicion 219; A en una posicion que corresponde a la posicion 273; E en una posicién que
corresponde a la posicion 273; A en una posicion que corresponde a la posicion 276; E en una posicién que
corresponde a la posicion 276; E en una posicion que corresponde a la posicion 306; A en una posicién que
corresponde a la posicion 326; S en una posicién que corresponde a la posicion 326; T en una posicion que
corresponde a la posicién 326; V en una posicion que corresponde a la posicién 326; Q en una posicion que
corresponde a la posicion 326; N en una posicion que corresponde a la posicién 326; M en una posicion que
corresponde a la posicion 326; K en una posicién que corresponde a la posicidon 326; Y en una posicion que
corresponde a la posicion 326; E en una posicion que corresponde a la posicion 326; D en una posicién que
corresponde a la posicion 326; A en una posicién que corresponde a la posicion 327; L en una posicién que

a A D

a E S
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corresponde a la posiciéon 332; A en
corresponde a la posicién 334; N en
corresponde a la posicién 336; A en
corresponde a la posicién 338; N en
corresponde a la posicion 338; V en
corresponde a la posicion 338; M en
corresponde a la posicion 420; E en

una posicién
una posicion
una posicion
una posicién
una posicion
una posicién
una posicion

que
que
que
que
que
que
que

a la posicién 420; A en una posicién que corresponde a la posicion 424; y/o E en una posicion que
corresponde a la posicion 424, cada una con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede contener uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez o mas de cualquiera de las anteriores sustituciones de aminoéacidos, donde cada sustitucién se realiza en una
posicion diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta en forma activa, presentan
un aumento de la resistencia a los inhibidores (por ejemplo, resistencia a AT-Ill y/p resistencia a TFPI) y retiene la
actividad catalitica dependiente de FVa. Dichos polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que presentan al
menos un aumento en la resistencia a los inhibidores de 2 veces (por ejemplo, resistencia a AT-1ll y/o resistencia a
TFPI), cuando esta en forma activa, en comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la una o
varias modificaciones. Con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, Se
muestran en las Tablas 10-13 dichas sustituciones de aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX modificado
proporcionado en el presente documento.
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Pueden estar también incluidas sustituciones de aminoacidos adicionales en los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento y pueden ser cualquiera de otras sustituciones de aminoacidos descritas
en el presente documento o conocidas en la materia, siempre que los polipéptidos de FX modificados resultantes
presenten al menos un aumento en la resistencia a los inhibidores de 2 veces (por ejemplo, resistencia a AT-1ll y/o
resistencia a TFPI), cuando esta en forma activa, en comparacién con el polipéptido de FXa sin modificar que no
contiene las modificaciones y que retiene la actividad catalitica dependiente de FVa. Por ejemplo, las modificaciones
adicionales incluyen cualesquiera modificaciones adicionales descritas en el presente documento para aumentar la
dependencia del cofactor (por ejemplo, Seccién D.2) y/o para alterar la glicosilacién (por ejemplo, Seccién D.1). Las
sustituciones ilustrativas de aminoacidos para introducir un sitio de glicosilacion no nativo incluyen, aunque no de
forma limitativa, sustitucion(ones) de aminoacido(s) en un polipéptido de FX sin modificar con: N en una posicion que
corresponde a la posicion 51; N en una posicidon que corresponde a la posicién 56 y S en una posicion que
corresponde a la posicidon 58; N en una posicidon que corresponde a la posicién 62 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 64; N en una posicion que corresponde a la posicién 65 y S en una posicién que

corresponde
corresponde
corresponde
corresponde
corresponde
corresponde
corresponde

a la posicion
a la posicion
a la posicion
a la posicion
a la posicion
a la posicién

la posicion

67; N en una posicion que corresponde a la posicion 67;
73 y S en una posicion que corresponde a la posicion 75;
75 y S en una posicion que corresponde a la posicion 77;
77 y S en una posicion que corresponde a la posicion 79;
78 y S en una posicion que corresponde a la posicion 80;
82; N en una posicidon que corresponde a la posicion 83;
82 y S en una posicion que corresponde a la posicion 84;
85 y S en una posicion que corresponde a la posicion 87;

N en
N en
N en
N en
S en
N en
N en
N en

una posicion
una posicién
una posicién
una posicion
una posicion
una posicion
una posicion
una posicién

que
que
que
que
que
que
que

a
corresponde a la posicion que
corresponde a la posicién 86 y S en una posicion que corresponde a la posicion 88; N en una posicién que
corresponde a la posicién 95 y S en una posicion que corresponde a la posicion 97; N en una posicién que
corresponde a la posicion 114; N en una posicién que corresponde a la posicion 119 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 121; S en una posicion que corresponde a la posicion 122; N en una posicién que
corresponde a la posicién 215 y S en una posicién que corresponde a la posiciéon 217; N en una posicién que
corresponde a la posicién 243 y S en una posicién que corresponde a la posiciéon 245; N en una posicién que
corresponde a la posicién 264 y S en una posicién que corresponde a la posicidon 266; N en una posicién que
corresponde a la posicién 293 y S en una posicién que corresponde a la posiciéon 295; N en una posicién que
corresponde a la posicion 388; N en una posicién que corresponde a la posicion 389 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 391; N es una posicion que corresponde a la posicién 428 y S en una posicion que
corresponde a la posicién 430 y/o N en una posicidon que corresponde a la posiciéon 429 y S en una posicion que
corresponde a la posicion 431, cada una en referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134. Con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, se muestran en la
Tabla 11 las sustituciones de aminoacidos no limitantes en un polipéptido de FX modificado proporcionado en el
presente documento.
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En ejemplos particulares, las modificaciones proporcionadas en el presente documento

incluyen, aunque no de

forma limitativa, la sustitucion de aminoacidos en un polipéptido FX no modificado con: S en una posicion que
corresponde a la posicion 196; T en una posicion que corresponde a la posiciéon 196; S en una posicion que
corresponde a la posicion 197; A en una posicién que corresponde a la posicion 197; A en una posicion que
corresponde a la posicion 200; V en una posicion que corresponde a la posicién 200; S en una posicién que
corresponde a la posicion 200; S en una posicion que corresponde a la posicion 202; S en una posicién que
corresponde a la posicion 211; D en una posicion que corresponde a la posicion 214; A en una posicién que
corresponde a la posicion 214; S en una posicion que corresponde a la posicion 214; R en una posicién que
corresponde a la posicion 216; K en una posicién que corresponde a la posiciéon 216; A en una posicion que
corresponde a la posicién 216; S en una posicidon que corresponde a la posicion 216; R en una posicion que
corresponde a la posicién 218; A en una posicidon que corresponde a la posicion 218; H en una posicion que
corresponde a la posicion 219; E en una posicién que corresponde a la posicidon 273; E en una posiciéon que
corresponde a la posicion 276; E en una posicion que corresponde a la posicion 306; S en una posicién que
corresponde a la posicion 326; T en una posicién que corresponde a la posicion 326; V en una posicién que
corresponde a la posicion 326; N en una posicion que corresponde a la posicién 326; M en una posicién que
corresponde a la posicion 326; K en una posicion que corresponde a la posicion 326; Y en una posicién que
corresponde a la posicién 326; E en una posicion que corresponde a la posicion 326; D en una posicion que
corresponde a la posicion 326; A en una posicion que corresponde a la posicion 327; L en una posicion que
corresponde a la posicién 327; D en una posicidn que corresponde a la posicién 332; E en una posicion que
corresponde a la posicién 332; S en una posicion que corresponde a la posicién 332; G en una posicion que
corresponde a la posicion 332; A en una posicion que corresponde a la posicion 334; T en una posicion que
corresponde a la posicion 334; N en una posicion que corresponde a la posicion 334; E en una posicién que
corresponde a la posicion 336; A en una posicion que corresponde a la posicion 338; S en una posicién que
corresponde a la posicion 338; N en una posicion que corresponde a la posicion 338; R en una posicién que
corresponde a la posicion 338; V en una posicion que corresponde a la posicion 338; Y en una posicién que
corresponde a la posicién 338; M en una posicién que corresponde a la posicion 338; E en una posicion que

corresponde a la posicion 420; y/o E en una posicién que corresponde a la posicién 424, cada una en referencia a
las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134.

En los ejemplos del presente documento, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente
documento, incluido el FX zimégeno modificado o FXa, tienen al menos una sustitucion de aminoacidos en un
polipéptido de FX sin modificar que es la sustitucién por S en una posiciéon que corresponde a la posicion 211 o una
sustitucién por H en una posicion que corresponde a la posicion 219 con referencia a las posiciones de aminoacidos
que se muestran en la SEQ ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede contener dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas sustituciones de aminoacidos, donde cada sustitucién se realiza en una posicion
diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando estd en forma activa, muestra una
resistencia aumentada al inhibidor (por ejemplo, AT-IlIl o TFPI) y retiene la actividad catalitica dependiente de FVa.
Por ejemplo, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluido el FX zimégeno
modificado o FXa, tienen al menos dos sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX sin modificar que es la
sustitucién por S en una posicién que corresponde a la posiciéon 211 y una sustitucién por H en una posicion que
corresponde a la posicién 219 con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134. Otras sustitucién(ones) de aminoacidos pueden ser cualquier otra sustitucion de aminoacidos descrita en el
presente documento o conocida en la materia. En ejemplos particulares, una sustitucion de aminoacidos adicional se
realiza en la posicion 195, 196, 197 o 198. llustrativos de dichas sustituciones de aminoacidos incluyen, aunque no
de forma limitativa, sustitucién por: L en una posicion que corresponde a la posicion 195; sustituciéon por V en una
posicion que corresponde a la posiciéon 195; sustitucion por S en una posicién que corresponde a la posicion 195;
sustitucién por T en una posicion que corresponde a la posicién 195; sustitucion por | en una posicion que
corresponde a la posicion 195; sustitucion por A en una posicion que corresponde a la posicion 195; sustitucién por
F en una posicion que corresponde a la posicion 195; sustitucion por D en una posicién que corresponde a la
posicion 195; sustitucidon por G en una posicidn que corresponde a la posicién 195; sustitucion por | en una posicién
gue corresponde a la posicién 196; sustituciéon por A en una posicion que corresponde a la posicién 196; sustitucion
por S en una posicion que corresponde a la posicion 196; sustitucién por L en una posicién que corresponde a la
posicion 196; sustitucién por F en una posicién que corresponde a la posicion 196; sustitucién por | en una posicion
que corresponde a la posicion 196; sustitucién por T en una posicién que corresponde a la posicion 196; sustitucion
por G en una posicién que corresponde a la posicion 196; S en una posicidon que corresponde a la posicion 197; A
en una posicién que corresponde a la posicion 197; A en una posicion que corresponde a la posicion 197; N en una
posicion que corresponde a la posicion 197; H en una posicidon que corresponde a la posicién 197; y/o R en una
posicion que corresponde a la posicion 197. En otros ejemplos, otras modificaciones incluyen cualesquiera
modificacién(ones) adicionales descritas en el presente documento para aumentar la dependencia del cofactor (por
ejemplo, la Seccion D.2) y/o para alterar la glicosilacion (por ejemplo, la Seccién D.1). Dichos polipéptidos de FX
modificados incluyen aquellos que presentan una resistencia aumentada a los inhibidores de al menos 2 veces al
inhibidor y/o una dependencia aumentada del cofactor, cuando estd en forma activa, en comparacion con el
polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones. Con referencia a los restos de
aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, dichas una o mas sustituciones no limitantes en un polipéptido
de FX modificado proporcionado en el presente documento se muestran en la Tabla 12.
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En los ejemplos concretos del presente documento, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el
presente documento, incluido el FX zimégeno modificado o FXa, que muestran una resistencia aumentada a
inhibidores (por ejemplo, resistencia a AT-lll y/o resistencia a TFPI) en su forma activa tienen al menos una
sustitucién de aminoacido en un polipéptido de FX sin modificar que es la sustituciéon por S en una posicién que
corresponde a la posicion 196; L en una posicién que corresponde a la posicién 196; T en una posicién que
corresponde a la posicion 196; S en una posicion que corresponde a la posicion 197; N en una posicién que
corresponde a la posicion 326; A en una posicion que corresponde a la posicion 334; T en una posicion que
corresponde a la posicion 334; A en una posicion que corresponde a la posicion 338; S en una posicién que
corresponde a la posicion 338; o V en una posicién que corresponde a la posicién 338, cada una en referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134. El polipéptido de FX modificado puede contener
una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas sustituciones de aminoécidos, donde cada
sustitucién se realiza en una posicion diferente, siempre que el polipéptido de FX modificado resultante, cuando esta
en forma activa, presentan un aumento de la resistencia a los inhibidores (por ejemplo, resistencia a AT-IIl y/p
resistencia a TFPI) y retiene la actividad catalitica dependiente de FVa. Otras sustitucion(ones) de aminoacidos
pueden ser cualquier otra sustitucion de aminoacidos descrita en el presente documento o conocida en la materia.
Por ejemplo, otras modificaciones incluyen cualesquiera modificaciones adicionales descritas en el presente
documento por encima de dicho aumento de la independencia del cofactor (por ejemplo, la Seccién D.2) y/o
cualquiera que altere la glicosilacién (Seccién D.1). Dichos polipéptidos de FX modificados incluyen aquellos que
presentan una dependencia aumentada del cofactor de al menos 5 veces, tal como al menos 10 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces o0 mas de aumento en la
dependencia del cofactor cuando esta en forma activa, en comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que
no contiene la una o varias modificaciones.

En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluido el
FX zimégeno modificado o FXa, que muestran una resistencia aumentada a inhibidores (por ejemplo, resistencia a
AT-IIl y/o resistencia a TFPI) en su forma activa tienen al menos una sustitucién de aminoacido en un polipéptido de
FX sin modificar, donde una sustitucion se realiza en la posicién de aminoacido 195, 196, 197 o 198 y la otra
sustitucién es una sustitucién correspondiente a una o0 mas de las posiciones 273, 276, 306, 326, 332, 338, 420 y/o
424, La sustitucion puede ser cualquiera de los otros 19 aminoacidos en la posiciéon. Una sustitucién ilustrativa no
limitativa en la posicion de aminoacido 195, 196, 197 o 198 es un resto de aminoacido no polar, neutro o hidrdfilo, tal
como una sustitucién en la posicién 195 o 196 con Asn (N), GIn (Q), Ser (S), Thr (T), Cys (C), o Tyr (Y), por ejemplo
sustitucién por S o T. Una sustitucion ilustrativa no limitativa en una posicion correspondiente a una o mas de las
posiciones 273, 276, 306, 326, 332, 338, 420 y/o 424 es un resto de aminoacido acido o neutro, tal como a Asp (D),
Glu (E), Ala (A), Gly (G), Ser (S), Cys (C), Asn (N), GIn (Q), lle (1), Leu (L), Met (M), Phe (F), Pro (P), Thr (T), Trp
(W), Tyr (Y) o Val (V), por ejemplo sustituciones por A o E. Dichos polipéptidos de FX modificados que contienen al
menos dos sustituciones en la posicion 195, 196, 197 y/o 198 y en una o mas posiciones 273, 276, 306, 326, 332,
338, 420 y/o 424 incluye la que presentan al menos 2 veces, 4 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces, 200 veces,
300 veces, 400 veces, y en particular al menos 500 veces de aumento de resistencia al inhibidor (por ejemplo,
resistencia a AT-Ill y/o resistencia a TFPI), cuando esta en forma activa, en comparacion con el polipéptido de FXa
sin modificar que no contiene la una o varias modificaciones.

En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento, incluido el
FX zimégeno modificado o FXa que tiene al menos dos sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX sin
modificar donde:

1) al menos una es la sustitucion correspondiente a la sustitucion por: L en una posicion que corresponde a la
posicion 195; sustitucién por V en una posicién que corresponde a la posicién 195; sustitucion por S en una posicién
que corresponde a la posicion 195; sustitucién por T en una posicién que corresponde a la posicion 195; sustitucién
por | en una posicién que corresponde a la posicion 195; sustitucién por A en una posicion que corresponde a la
posicion 195; sustitucién por F en una posicion que corresponde a la posicion 195; sustitucién por D en una posicién
gue corresponde a la posicién 195; sustitucion por G en una posicidn que corresponde a la posicién 195; sustituciéon
por | en una posicién que corresponde a la posicion 196; sustitucion por A en una posicion que corresponde a la
posicion 196; sustitucion por S en una posicién que corresponde a la posicién 196; sustitucién por L en una posicion
gue corresponde a la posicion 196; sustitucion por F en una posicion que corresponde a la posicion 196; sustitucion
por | en una posicién que corresponde a la posicién 196; sustitucion por T en una posicion que corresponde a la
posicion 196; sustitucion por G en una posicion que corresponde a la posicion 196; S en una posicion que
corresponde a la posicion 197; A en una posicion que corresponde a la posicion 197; A en una posicién que
corresponde a la posicion 197; N en una posicion que corresponde a la posicion 197; H en una posicién que
corresponde a la posicion 197; y/o R en una posicién que corresponde a la posicién 197;y

2) al menos una es la sustitucién correspondiente a la sustitucién por: A en una posicién que corresponde a la
posicion 273; E en una posicion que corresponde a la posicion 273; A en una posicion que corresponde a la posicion
276; E en una posicion que corresponde a la posicion 276; E en una posicion que corresponde a la posicion 306; A
en una posicion que corresponde a la posicién 326; S en una posicidon que corresponde a la posicion 326; T en una
posicion que corresponde a la posicion 326; V en una posicion que corresponde a la posicién 326; Q en una posicién
que corresponde a la posicion 326; N en una posicion que corresponde a la posicion 326; M en una posicion que
corresponde a la posicion 326; K en una posicion que corresponde a la posicion 326; Y en una posicién que
corresponde a la posicion 326; E en una posicion que corresponde a la posicion 326; D en una posicién que
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corresponde a la posicién 326; A en una posicidon que corresponde a la posicion 332; D en una posicion que

corresponde a la posicion 332; E en una posicién que corresponde a la posiciéon 332; S en una posicion que

corresponde a la posicién 332; G en una posicion que corresponde a la posicién 332; A en una posiciéon que

corresponde a la posicién 338; S en una posicion que corresponde a la posicion 338; N en una posicion que

corresponde a la posicion 338; R en una posicion que corresponde a la posicion 338; V en una posicién que

corresponde a la posicion 338; Y en una posicién que corresponde a la posicion 338; M en una posicién que
a

corresponde a la posicion 338; A en una posicion que corresponde a la posicion 420; E en una posicién que
corresponde a la posicion 420; A en una posicién que corresponde a la posicion 424; y/o E en una posicién que
corresponde a la posicion 424, cada una en referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ
ID NO:134. Con referencia a los restos de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, dichas una o mas
sustituciones no limitantes en un polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente documento se muestran
en la Tabla 13.

Tabla 13

V196S/R332D V196S/R332E  |[V196S/R332S  [V196S/R332G V196S/R326D  [V196S/R326M
V196S/R326Q  |V196S/R273E  |V196S/R273A  |V196S/R424E V196S/K420A V196S/K420E
V196S/R424A  [V196S/K338A  [V196S/K338S  [V196S/K276A  |V196S/K276E  [V196S/K420E/R424E
V196S/R326N  [V196S/R306E  [V196S/R332A

4. Polipéptidos de FX modificados ilustrativos

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que contienen una o varias sustituciones
de aminoacidos en un polipéptido de FX precursor definido en la SEQ ID NO:2, o en una variante de la misma que
presenta al menos una identidad de secuencia del 75 % con la misma. Por ejemplo, el polipéptido de FX modificado
contiene una 0 mas sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX que presenta al menos un 80 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de la
secuencia con la SEQ ID NO:2. Son ilustrativas de dichos polipéptidos de FX modificados los polipéptidos de FX que
tienen la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 4-133, o la secuencia de
aminoacidos que muestra al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 4-133. En
ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados los polipéptidos de FX que tienen la secuencia de
aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 5-25, 32, 37, 41, 42, 44, 45, 47-49, 51-58, 60-71,
73-77, 81-111 y 114-133 o la secuencia de aminoacidos que muestra al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de la secuencia con
cualquiera de las SEQ ID NOS: 5-25, 32, 37, 41, 42, 44, 45, 47-49, 51-58, 60-71, 73-77, 81-111 y 114-133.

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que contienen una o varias sustituciones
de aminoécidos en un polipéptido de FX precursor que contiene una secuencia sefial heteréloga. Por ejemplo, la
secuencia sefial heteréloga procede de trombina (por ejemplo correspondiente a los aminoacidos 1-43 de la SEQ ID
NO:415). Por ejemplo, en el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que contienen una
0 varias sustituciones de aminoacidos en el polipéptido de FX definido en la SEQ ID NO:415, o en una variante de la
misma que presenta al menos una identidad de secuencia del 75 % con la misma. Por ejemplo, el polipéptido de FX
modificado contiene una 0 mas sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX que presenta al menos un
80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas
identidad de la secuencia con la SEQ ID NO:415. Son ilustrativas de dichos polipéptidos de FX modificados los
polipéptidos de FX que tienen la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 417-
546, o la secuencia de aminoacidos que muestra al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ
ID NOS: 417-546. En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados los polipéptidos de FX que tienen la
secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 418-438, 445, 450, 454, 455, 457,
458, 460-462, 464-471, 473-484, 486-490, 494-524 y 527-546 o la secuencia de aminoacidos que muestra al menos
un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
mas identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 418-438, 445, 450, 454, 455, 457, 458, 460-462,
464-471, 473-484, 486-490, 494-524 y 527-546.

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que contienen una o varias sustituciones
de aminoéacidos en un polipéptido de FX maduro definido en la SEQ ID NO:134, o en una variante de la misma que
presenta al menos una identidad de secuencia del 75 % con la misma. Por ejemplo, el polipéptido de FX modificado
contiene una o mas sustituciones de aminoacidos en un polipéptido de FX que presenta al menos un 80 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de la
secuencia con la SEQ ID NO:134. Son ilustrativas de dichos polipéptidos de FX modificados los polipéptidos de FX
gue tienen la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 136-265, o la secuencia
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de aminoéacidos que muestra al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 136-265.
En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX modificados los polipéptidos de FX que tienen la secuencia de
aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181,
183-190, 192-203, 205-209, 213-243 y 246-265 o la secuencia de aminoacidos que muestra al menos un 75 %,
80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas
identidad de la secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-
190, 192-203, 205-209, 213-243 y 246-265.

En el presente documento se proporcionan también formas zimdgenas, activas, o cataliticamente activas de
cualquiera de las SEQ ID NOS:136-265, o de la secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 %, 80 %,
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de la
secuencia con cualquiera de las SEQ ID NOS: 136-265. En ejemplos particulares, se trata de formas zimogenas,
activas o cataliticamente activas de cualquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181,
183-190, 192-203, 205-209, 213-243 y 246-265. Son ilustrativas de dichas formas las formas bicatenarias que tienen
una cadenas ligera y pesada unidas por un enlace disulfuro. La una o mas sustituciones de aminoacidos son en la
cadena pesada.

Por ejemplo, en el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que son formas zimégenas
de FX que contienen sustitucion(ones) de aminoacidos en un polipéptido de FX que contiene una cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO:134 y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos 143-448 del SEQ ID NO:134, o en una variante que contiene una cadena pesada que muestra al
menos un 75 % de identidad de secuencia: con a cadena ligera o la cadena pesada. Por ejemplo, el polipéptido de
FX modificado es un FX zimégeno modificado que contiene sustitucion(ones) de aminoacidos en un polipéptido de
FX zimégeno que contiene una cadena ligera que presenta al menos un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de secuencia con el polipéptido de la
cadena ligera del FX zimégeno que tiene la secuencia de aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO:134 y/o una cadena
pesada que presenta al menos un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con el polipéptido de la cadena pesada del FX zimégeno que tiene
la secuencia de aminoacidos 143-448 de la SEQ ID NO:134. Ejemplos de dichos polipéptidos de FX zimégenos
modificados los polipéptidos de FX que contienen una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos 1-139
mostrada en la ID NO:134 (es decir, correspondiente a los aminoacidos 1-139 de cualesquiera de las SEQ ID NOS:
136-265) o una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de
secuencia con los aminoacidos 1-139 que se muestran en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 134; y una cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos 143-448 de cualesquiera de las SEQ ID NOS: 136-265, 0 un
polipéptido que contiene una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos que presenta al menos un
75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas
identidad de secuencia con los aminoacidos 143-448 que se muestran en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 136-
265. En ejemplos particulares, los polipéptidos de FX zimégenos modificados los polipéptidos de FX que contienen
una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos 1-139 mostrada en la ID NO:134 (es decir,
correspondiente a los aminoacidos 1-139 de cualesquiera de las SEQ ID NOS: 136-265) o una cadena ligera que
tiene una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 1-139
gue se muestran en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 134; y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos 143-448 de cualesquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-
190, 192-203, 205-209, 213-243 y 246-265, o un polipéptido que contiene una cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoécidos que presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 143-448 que se muestran
en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209,
213-243 y 246-265.

En el presente documento se proporcionan polipéptidos de FX modificados que son formas de FXa que contienen
sustitucién(ones) de aminoacidos en un polipéptido de FX que contiene una cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos 1-139 de la SEQ ID NO:134 y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos 195-448 del
SEQ ID NO:134, o en una variante de la misma que muestra al menos un 75 % de identidad de secuencia: con a
cadena ligera o la cadena pesada. Por ejemplo, el polipéptido de FX modificado es un FXa modificado que contiene
sustitucién(ones) de aminoacidos en un polipéptido de FXa que contiene una cadena ligera que presenta al menos
un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas
identidad de secuencia con un polipéptido de la cadena ligera de FXa que tiene la secuencia de aminoacidos 1-139
de la SEQ ID NO:134 y/o una cadena pesada que presenta al menos un 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas identidad de secuencia con el polipéptido de la
cadena pesada de un FXa que tiene la secuencia de aminoacidos 195-448 de la SEQ ID NO:134. Ejemplos de
dichos polipéptidos de FXa modificados los polipéptidos de FX que contienen una cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos 1-139 mostrada en la ID NO:134 (es decir, correspondiente a los aminoacidos 1-139 de
cualesquiera de las SEQ ID NOS: 136-265), o una cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
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presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 1-139 que se muestran en cualesquiera de las
SEQ ID NOS: 134; y una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos 195-448 de cualesquiera de las
SEQ ID NOS: 136-265, o un polipéptido que contiene una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos
gue presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 195-448 que se muestran en cualesquiera de
las SEQ ID NOS: 136-265. En ejemplos particulares, los polipéptidos de FXa modificados son polipéptidos de FX
que contienen una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos 1-139 mostrada en la ID NO:134 (es decir,
correspondiente a los aminoacidos 1-139 de cualesquiera de las SEQ ID NOS: 136-265), o una cadena ligera que
tiene una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 1-139
que se muestran en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 134; y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos 195-448 de cualesquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-
190, 192-203, 205-209, 213-243 y 246-265, o un polipéptido que contiene una cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoécidos que presenta al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas identidad de secuencia con los aminoacidos 195-448 que se muestran
en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 137-157, 164, 169, 173, 174, 176, 177, 179-181, 183-190, 192-203, 205-209,
213-243 y 246-265.

La Tabla 14 resume polipéptidos de FX modificados ilustrativos proporcionados en el presente documento.
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5. Modificaciones adicionales

Se pueden hacer modificaciones adicionales a cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en
el presente documento. La una o varias modificaciones adicionales pueden ser inserciones, deleciones,
sustituciones, modificaciones quimicas y/o modificaciones posteriores a la traduccién de los aminoacidos. Por
ejemplo, una o varias modificaciones adicionales se pueden realizar en un polipéptido de FX modificado para
proporcionar un sitio de unién para un resto quimico (por ejemplo, un resto polimérico), para introducir uno o varios
sitios de glicosilacion no naturales, y/o para mejorar o alterar la actividad u otras propiedades del polipéptido. Los
ejemplos de propiedades o actividades que se pueden alterar incluyen, aunque no de forma limitativa, solubilidad,
estabilidad, actividad catalitica (por ejemplo actividad protrombinasa), uniéon a cofactores (por ejemplo FVa),
especificidad por el sustrato, selectividad de sustrato, y/o unién a inhibidores (por ejemplo ATIII).

Dicha una o varias modificaciones son bien conocidas del experto en la materia (véanse por ejemplo, las patentes de
Estados Unidos nimeros 5.990.079; 6.017.882; 6.573.071; 6.562.598; 6.660.492; 6.670.147; 6.958.322, 7.078.508;
7.220.569; 7.645.602; 8.048.990; solicitudes publicadas de Estados Unidos con nimeros: US20030207402;
US2006-0148038; US20090053185; US20090175828; US20090175931; US20100125052; US20100255000;
US2010-0285568; 2011-0015128; 2011-0293597; solicitudes internacionales PCT publicadas con nUmeros:
W01998039456 y W02005023308; y en Uprichard y Perry, Blood Rev 16: 97-110 (2002); Venkateswarlu et al.,
Biophys J 82(3):1190-1206 (2002); Vianello et al., Thromb. Res. 107:51-54 (2002); Vianello et al. Thromb. Res.
104:257-264 (2001); Vianello et al., Blood Coagul. Fibrinolysis 14:401-405 (2003); Wallmark et al., Blood 78(supl. 1):
60 (1991); Wallmark et al., Thromb Haemost. 65:1263 (1991); Wang et al., Haemophilia. 11(1):31-37 (2005); Wang et
al., Haematologica. 90(12):1659-1664 (2005); Watzke et al., J. Biol. Chem. 265:11982-11989 (1990); Watzke et al., J
Clin Invest. 88(5):1685-1689 (1991); Watzke et al., Thromb Haemost 69:1452 (1993); Whinna et al., J. Thromb
Haemost 2(7): 1127-1134; Yang et al., Biochemistry 47(22):5976-5985 (2008); y Zama et al., Br. J. Haematol.
106:809-811 (1999).

Por ejemplo, un polipéptido de FX modificado se puede modificar para convertir el polipéptido en susceptible a la
conjugacién con un polimero. Los polimeros ilustrativos incluyen, por ejemplo, copolimeros de polietilenglicol y
polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona o poliprolina (Abuchowski et
al. (1981); Newmark et al. (1982); y Katre et al. (1987)). Un polipéptido de FX modificado proporcionado en el
presente documento se puede modificar con uno o mas restos de polietilenglicol (PEGilado). Los derivados de PEG
activados se pueden usar para interaccionar directamente con los polipéptidos de FX, e incluyen ésteres activos de
acido carboxilico o derivados de carbonato, especialmente en los que los grupos salientes son N-hidroxisuccinimida,
p-nitrofenol, imidazol o 1-hidroxi-2-nitrobenceno-4-sulfonato. Los derivados e PEG que contienen grupos maleimido
o haloacetilo se pueden usar para la modificacién de los grupos sulfhidrilo, y los reactivos de PEG que contienen
grupos hidrazina o hidrazida se pueden usar para modificar los aldehidos generados mediante la oxidaciéon con
peryodato de los grupos carbohidrato.

También se contemplan secuencias de polipéptidos de FX modificados que tienen restos de aminoacidos
fosforilados, tales como fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina. Las modificaciones adicionales de los polipéptidos
proporcionados en el presente documento incluyen la derivatizacién quimica de los polipéptidos, incluidos, aunque
no de forma limitativa, acetilacién y carboxilacién. Por ejemplo, se han producido variantes aciladas inactivas de FX,
gue se deacilan lentamente tras su inyeccién en el plasma sanguineo, generando de esta forma el factor X activado
con el tiempo (Wolf et al. (1995) Blood. 86, pp 4153-4157).

Otras modificaciones adicionales adecuadas de un polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente
documento son polipéptidos que se han modificado usando técnicas convencionales quimicas y/o métodos de acido
nucleico recombinante para aumentar su resistencia a la degradacion proteolitica, para optimizar las propiedades de
solubilidad y/o para convertirlos en mas adecuados como agente terapéutico. Por ejemplo, la cadena principal del
péptido se puede ciclar para mejorar la estabilidad (véase, por tanto, Friedler et al. (2000) J. Biol. Chem. 275:23783-
23789). Se pueden usar analogos que incluyen restos de aminoacidos que no sean los L-aminoacidos de origen
natural, tal como, D-aminoacidos, o aminoacidos sintéticos de origen no natural.

Modificaciones adicionales incluyen modificaciones que alteran, aumentan o mejorar el procesamiento celular y/o las
modificaciones posteriores a la traduccion del polipéptido. Por ejemplo, las modificaciones adicionales incluyen las
incluidas en la region del sitio de escision del propéptido (por ejemplo Thr39) para mejorar la eficacia del
procesamiento del propéptido en el cultivo de células (Rudolph et al. (1997) Prot. Express y Puri., 10: 373-378). En
otros ejemplos, y como se describe en otra parte del presente documento, se puede conseguir un alto grado de
carboxilacion gamma sustituyendo el prepropéptido del factor X por el de la trombina (véase, por ejemplo, Camire et
al. (2000) Biochemistry. 39 pp. 14322-14329).

Otras modificaciones adicionales ilustrativas incluyen una o varias sustituciones de aminoacidos para alterar una o
mas propiedades o actividades de los polipéptidos. Por ejemplo, las modificaciones incluyen las que alteran la
dependencia de la vitamina K, que es necesaria para su sintesis, por ejemplo, mediante modificacién de los restos
del dominio Gla incluidos, aunque no de forma limitativa, la sustitucion de aminoacidos en las posiciones 10, 11, 12,
28, 29, 32, 33, 34 o 35 correspondientes a los restos mostrados en la ID NO:134 (véanse, por ejemplo las patentes
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de Estados Unidos con numeros 6.017.882 y 8.048.990). También se pueden realizar modificaciones que potencian
la capacidad de FX para activarse, tal como mediante una o varias sustituciones de restos en el péptido de
activacion por restos heterélogos de otra serina proteasa o de otro péptido o proteina (véanse por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos con nimeros 6.958.322 y 6.573.071); las solicitudes de patente internacional PCT
ndmeros WO 98/38317, WO 03/035861, WO 2004/005347; solicitud publicada de Estados Unidos n.° 2006/0148038;
Himmelspach et al. Thromb. Res., 97, 51-67 (2000); Wolf et al. (1991) JBC. 266, n.° 21. pp. 13726-13730; Volkel et
al (2005), Mol. Biotechnol., 29 (1):19-30. Las modificaciones adicionales incluyen modificaciones para eliminar el
péptido de activacion de forma que el polipéptido de FX se autoactive de forma independiente del cofactor (Rudolph
et al., (2002) Thromb Haemost., 88:756-62). Otras modificaciones incluyen modificaciones que alteran o modifican la
activacion del sitio de escision, de forma que otras proteasas que no activan FX de forma natural puedan escindir y
activar FX (véanse por ejemplo, los documentos WO 98/38317; WO 98/38318; WO 01/10896).

Se pueden preparar proteinas quiméricas de un FX modificado proporcionado en el presente documento. Por
ejemplo, una porcion de la cadena ligera (por ejemplo, el dominio Gla y/o dominio(s) EGF) se puede sustituir por la
correspondiente porcién de otra proteasa de coagulacion, tal como FIX, para generar quimeras que interactian de
forma productiva con complejos del factor de coagulacion en la ruta, tal como el complejo TF/FVlla (Thiec et al.
(2003) JBC, 12: 10393-10399)

E. Produccién de polipéptidos de FX

Los polipéptidos FX, incluidos los polipéptidos de FX modificados, se pueden obtener por métodos bien conocidos
en la materia para la purificacion de proteinas y la expresiéon de proteinas recombinantes. Se puede usar cualquier
método conocido del experto en la materia para la identificacion de acidos nucleicos que codifican los genes
deseados. Se puede usar cualquier método disponible en la materia para obtener un ADNc de longitud completa (es
decir, que abarca toda la region codificante) o bien un clon de ADN gendmico que codifica un polipéptido de FX, tal
como procedente de una célula o tejido, tal como por ejemplo del higado. EI ADNc también se puede obtener
comercialmente (por ejemplo Origene, Rockville, MD) o por métodos sintéticos. Los polipéptidos de FX modificados
se pueden disefiar mediante ingenieria genética tal como se describe en el presente documento, tal como mediante
la mutagénesis dirigida al sitio.

FX se puede clonar o aislar usando cualesquiera métodos disponibles conocidos en la técnica para clonar y aislar
moléculas de acidos nucleicos. Dichos métodos incluyen la amplificacién mediante PCR de los acidos nucleicos y el
cribado de bibliotecas, incluido el cribado con hibridacion de acidos nucleicos, cribado basado en anticuerpos y
cribado basado en actividad.

Se pueden utilizar métodos para amplificar acidos nucleicos para aislar las moléculas de acidos nucleicos que
codifican un polipéptido de FX, incluidos, por ejemplo, métodos de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Se
puede usar material que contiene acido nucleico como material de partida a partir del cual se puede aislar una
molécula de acido nucleico que codifica FX. Por ejemplo, preparaciones de ADN y ARNm, extractos celulares,
extractos tisulares (por ejemplo, del higado), muestras de fluidos (por ejemplo, sangre, suero, saliva), muestras
procedentes de sujetos sanos y/o enfermos que se pueden usar en los métodos de amplificacion. Las bibliotecas de
acido nucleico también se pueden usar como fuente de materiales de partida. Los cebadores se pueden disefiar
para amplificar una molécula que codifica FX. Por ejemplo, los cebadores se pueden disefiar basandose en las
secuencias expresadas a partir de las que se genera un FX. Los cebadores se pueden disefiar basandose en una
contratraduccion de una secuencia de aminoacidos de FX. Las moléculas de acidos nucleicos generadas mediante
amplificacion se pueden secuenciar y confirmar que codifican un polipéptido de FX.

Secuencias de nucledtidos adicionales se pueden unir a una molécula de &cido nucleico que codifica un FX,
incluidas las secuencias enlazadoras que contienen sitios de restriccion de endonucleasa con el fin de clonar el gen
sintético en un vector, por ejemplo, un vector de expresion de proteina o un vector disefiado para la amplificacion de
la proteina nuclear que codifica las secuencias de ADN. Ademas, las secuencias de nucleétidos adicionales que
especifican elementos del ADN funcionales se pueden unir de manera operativa a una molécula de acido nucleico
que codifica un FX. Los ejemplos de dichas secuencias incluyen, aunque no de forma limitativa, secuencias
promotoras disefiadas para facilitar la expresion intracelular de la proteina, y secuencias de secrecion disefiadas
para facilitar la secreciéon de la proteina. Secuencias de nucleétidos adicionales, tales como secuencias que
especifican regiones de unién a proteinas, también se pueden unir a las moléculas de acidos nucleicos que codifican
FX. Dichas regiones incluyen, aunque no de forma limitativa, secuencias para facilitar la absorcion de Fx en células
diana especificas, o bien, mejorar la farmacocinética del gen sintético.

Los acidos nucleicos identificados y asilados se pueden insertar a continuacién en un vector de clonacién adecuado.
Se puede usar un gran numero de sistemas de vector-hospedador conocidos en la materia. Los vectores posibles
incluyen, aunque no de forma limitativa, plasmidos o virus modificados, pero el sistema vector debe ser compatible
con la célula hospedadora utilizada. Dichos vectores incluyen, aunque no de forma limitativa, bacteriéfagos tales
como derivados lambda, o plasmidos tales como pBR322 o derivados plasmidos de pUC o el vector Bluescript
(Stratagene, La Jolla, CA). La insercién en un vector de clonacion puede, por ejemplo, llevarse a cabo mediante
ligadura del fragmento de ADN en un vector de clonacién que tiene términos cohesivos complementarios. La
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insercién se puede realizar usando vectores de clonacion TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Si los sitios de
restriccion complementarios usados para fragmentar el ADN no estan presente en el vector de clonacion, los
extremos de las moléculas ADN pueden modificarse enzimaticamente. Como alternativa, cualquier sitio deseado se
puede producir ligando secuencias de nucleétidos (enlazadores) a los extremos del ADN; estos enlazadores ligados
pueden contener oligonucleétidos especificos quimicamente sintetizados que codifican secuencias de
reconocimiento de endonucleasa de restriccién. En un método alternativo, el vector escindido y el gen de la proteina
FX se pueden modificar mediante prolongacién homopolimérica. Las moléculas recombinantes se pueden introducir
en las células hospedadoras mediante, por ejemplo, transformacién, transfeccién, infeccién, electroporacion y
sonoporacion, de forma que se generan muchas copias de la secuencia génica.

Se puede utilizar cualquier método conocido en la materia para llevar a cabo la mutacién de uno cualquiera 0 mas
aminoacidos de una proteina diana. Los métodos incluyen la mutagénesis dirigida a sitio convencional o
mutagénesis aleatoria de las moléculas de acido nucleico codificante, o los métodos de sintesis de polipéptidos en
fase sdlida. Por ejemplo, las moléculas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido de FX se pueden someter a
mutagénesis, tal como mutagénesis aleatoria del acido nucleico codificante, PCR propensa a errores, mutagénesis
dirigida al sitio (usando, por ejemplo, un kit, tal como un kit como QuikChange disponible de Stratagene), PCR con
solapamiento, transposicion de genes, u otros métodos recombinantes. El acido nucleico que codifica los
polipéptidos se puede introducir a continuacion en una célula hospedadora para expresarse de forma heteréloga. En
algunos ejemplos, los polipéptidos de FX modificados se producen de forma sintética, tal como mediante el uso de
sintesis de péptidos en fase sdlida o en fase de solucién.

En realizaciones especificas, la transformacion de las células hospedadoras con las moléculas de ADN
recombinante que incorporan secuencias del gen de la proteina FX aislado, ADNc o ADN sintético permite la
generacion de mudltiples copias del gen. Por lo tanto, el gen se puede obtener en grandes cantidades mediante
transformantes en crecimiento, aislamiento de las moléculas de ADN recombinante de los transformantes y, cuando
sea necesario, recuperar el gen insertado del ADN recombinante aislado.

1. Vectores y células

Para la expresion recombinante de una o mas proteinas FX, el acido nucleico que contiene todo o una parte de la
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina FX se puede introducir en un vector de expresién adecuado, es
decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripciéon y la traduccion de la secuencia de
codificacion de proteina introducida. Los ejemplos de dicho vector es cualquier Vector de expresion de mamifero tal
como, por ejemplo, pCMV. Analogamente, las necesarias sefiales de transcripcion y traduccidon se pueden
suministrar mediante el promotor nativo de los genes FX, y/o sus regiones flanqueantes.

También se proporcionan vectores que contienen acido nucleico que codifica el FX o FX modificado. También se
proporcionan células que contienen los vectores. Las células incluyen células eucariotas y procariotas, y los vectores
son cualesquiera adecuados para su uso en dicho método.

Se proporcionan células procariotas y eucariotas, incluidas las células endoteliales, que contienen los vectores.
Dichas células incluyen células bacterianas, células de levadura, células fangicas, Archea, células de plantas,
células de insecto, y células de animales. Las células se utilizan para producir un polipéptido de FX o un polipéptido
de FX modificado del mismo haciendo crecer las células anteriormente descritas en condiciones en las que la
proteina FX codificada se expresa por la célula, y recuperar la proteina FX expresada. Para los fines del presente
documento, el FX se puede secretar al medio.

En una realizacion, se proporcionan vectores que contienen una secuencia de nucledtidos que codifica un
polipéptido que tiene actividad Fx y contiene todo o una parte del polipéptido de FX, o mltiples copias del mismo.
Los vectores se pueden seleccionar para la expresion del polipéptido de FX o del polipéptido de FX modificado del
mismo en una célula de tal forma que la proteina FX se expresa como proteina secretada. Cuando el FX se expresa,
el acido nucleico se une al acido nucleico que codifica una sefal de secrecion, tal como el factor de correspondencia
a de Saccharomyces cerevisiae o una porcién del mismo, o la secuencia sefial natural.

Se puede usar una variedad de sistemas hospedador-vector para expresar la secuencia codificante de la proteina.
Estas incluyen, aunque no de forma limitativa, sistemas de células de mamifero infectadas con virus (por ejemplo,
virus vaccinia, adenovirus y otros virus); sistemas de células de insectos infectadas con virus (por ejemplo,
baculovirus); microorganismos tales como levaduras que contienen vectores de levadura; o bacterias transformadas
con bacteriéfagos, ADN, ADN plasmido, o ADN cosmido. Los elementos de expresién de los vectores varian en sus
fortalezas y especificidades. Dependiendo del sistema hospedador-vector utilizado, se puede usar uno cualquiera de
numerosos elementos de transcripcion y traduccién adecuados.

Cualesquiera métodos conocidos de los expertos en la materia para la insercion de fragmentos de ADN en un vector
se puede usar para construir vectores de expresién que contienen un gen quimérico que contiene sefiales de control
de transcripcion/traduccion adecuados y secuencias de codificacion de proteinas. Estos métodos pueden incluir
técnicas sintéticas y de ADN recombinante in vitro y recombinantes in vivo (recombinacién genética). La expresion
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de secuencias de acidos nucleicos que codifican un polipéptido de FX o un polipéptido de FX modificado, o
dominios, derivados, fragmentos u homologos de los mismos, se puede regular mediante una segunda secuencia de
acidos nucleicos de tal forma que los genes o fragmentos de los mismos se expresan en un hospedador
transformado con la(s) molécula(s) ADN de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresién de las proteinas se puede
controlar mediante cualquier promotor/potenciador conocido en la técnica. En una realizacion especifica, el promotor
es no nativo respecto de los genes de una proteina FX. Los promotores que se pueden utilizar incluyen, aunque no
de forma limitativa, el promotor temprano del SV40 (Bernoist y Chambon, Nature 290:304-310 (1981)), el promotor
contenido en la repeticion terminal larga en 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al. Cell 22:787-797
(1980)), el promotor de la timidina quinasa del herpes (Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1441-1445
(1981)), las secuencias reguladoras del gen de la metalotioneina (Brinster et al., Nature 296:39-42 (1982)); vectores
de expresién en procariotas tal como el promotor de la B-lactamasa (Jay et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:5543) o el promotor tac (DeBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25 (1983)); véase también "Useful
Proteins from Recombinant Bacteria": en Scientific American 242:79-94 (1980)); vectores de expresion en plantas
gue contienen el promotor de la nopalina sintetasa (Herrar-Estrella et al., Nature 303:209-213 (1984)) o el promotor
del ARN de 35S del virus del mosaico de la coliflor (Garder et al., Nucleic Acids Res. 9:2871 (1981)), y el promotor
de la enzima fotosintética ribulosa bifosfato carboxilasa (Herrera-Estrella et al., Nature 310:115-120 (1984));
elementos promotores derivados de levaduras y otros hongos tal como el promotor de Gal4, el promotor de la
alcohol deshidrogenasa, el promotor de la fosfoglicerol quinasa, el promotor de la fosfatasa alcalina, y las siguientes
regiones de control de la transcripcion de origen animal que presentan especificidad de tejido y se han utilizado en
animales transgénicos: region de control del gen de la elastasa | que esta activo en las células acinares pancreaticas
(Swift et al., Cell 38:639-646 (1984); Ornitz et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986);
MacDonald, Hepatology 7:425-515 (1987)); region de control del gen de la insulina que esta activo en las células
beta pancreéticas (Hanahan et al., Nature 315:115-122 (1985)), regiéon de control del gen de la inmunoglobulina que
esta activo en las células linfoides (Swift et al., Cell 38:647-658 (1984); Adams et al., Nature 318:533-538 (1985);
Alexander et al., Mol. Cell Biol. 7:1436-1444 (1987)), region control del virus del tumor de mama de ratén que esta
activo en células de testiculo, mama, linfoides y mastocitos (Leder et al., Cell 45:485-495 (1986)), region de control
del gen de la albumina que esta activo en el higado (Pinckert et al., Genes y Devel. 1:268-276 (1987)), region de
control del gen de la alfa-fetoproteina que esta activo en el higado (Krumlauf et al., Mol. Cell. Biol 5:1639-1648
(1985); Hammer et al., Science 235:53-58 1987)), region de control del gen de la alfa-1-antitripsina que esta activo
en el higado (Kelsey et al., Genes y Devel. 1:161-171 (1987)), region de control del gen de la beta-globina que esta
activo en células mieloides (Magram et al., Nature 315:338-340 (1985); Kollias et al., Cell 46:89-94 (1986)), regién de
control del gen de proteina mielina basica que esta activo en los oligodendrocitos del cerebro (Readhead et al., Cell
48:703-712 (1987)), region de control del gen de la cadena ligera 2 de la miosina que esta activo en el masculo
esquelético (Shani, Nature 314:283-286 (1985)), y region de control del gen de la hormona de liberacion
gonadotréfica que estd activo en las células gonadotrofas del hipotdlamo (Mason et al., Science 234:1372-1378
(1986)).

En una realizacion especifica, se usa un vector que contiene promotor unido operativamente a acidos nucleicos que
codifican un polipéptido de FX o un polipéptido de FX modificado, o un dominio, fragmento, derivado u homologo, de
los mismos, uno o mas origenes de la replicacion y, opcionalmente, uno o mas marcadores seleccionables (por
ejemplo, un gen de resistencia a antibiéticos). Los vectores y sistemas para la expresion de los polipéptidos de FX
incluyen los bien conocidos vectores Pichia (disponibles, por ejemplo, de Invitrogen, San Diego, CA), especialmente
los disefiados para la secrecion de las proteinas codificadas. Los vectores plasmidos ilustrativos para su expresion
en células de mamifero incluyen, por ejemplo, pCMV, pFUSE (InvivoGen) y muchos otros vectores bien conocidos
por los expertos en la materia. Los vectores plasmidos ilustrativos para la transformacion de células E.coli, incluyen,
por ejemplo, los vectores de expresion pQE (disponibles de Qiagen, Valencia, CA; véase también la bibliografia
publicada por Qiagen que describe el sistema). Los vectores pQE tienen el promotor T5 de fago (que reconoce la
ARN polimerasa de E. coli) y un moédulo doble de represion del operador lac para proporcionar un fuerte nivel de
expresion estrechamente regulado de las proteinas recombinantes en E. coli, un sitio de unién a ribosomas sintético
(RBS 1l) para la traduccién eficaz, una secuencia de codificacion de etiqueta 6XHis, to y terminadores de la
transcripcion T1, origen de replicacion ColE1, y un gen de la beta-lactamasa para transmitir resistencia a ampicilina.
Los vectores pQE permite la introduccion de una etiqueta 6xHis en el extremo N o C de la proteina recombinante.
Dichos plasmidos incluyen pQE 32, pQE 30, y pQE 31 que proporcionan multiples sitios de clonacién para los tres
marcos de lectura y proporcionar la expresion de las proteinas marcadas con 6xHis en el extremo N. Otros vectores
plasmidos ilustrativos para la transformacion de células de E. coli, incluyen, por ejemplo, los vectores de expresion
pET (véase, la patente de Estados Unidos 4.952.496; disponible de NOVAGEN, Madison, WI; véase, también la
bibliografia publicada por Novagen que describe el sistema). Dichos plasmidos incluyen pET 11a, que contiene el
promotor T7lac, el terminador T7, el operador lac inducible en E. coli, y el gen represor de lac; pET 12a-c, que
contiene el promotor T7, el terminador T7, y la sefial de secrecion ompT de E. coli; y pET 15b y pET19b (NOVAGEN,
Madison, W1I), que contiene una secuencia lider His-Tag™ para su uso en la purificacion, que es una columna His y
un sitio de escisién de protrombina que permite la escision tras la purificacién en la columna, la regién del promotor
T7-lac y el terminador T7.

2. Sistemas de expresion

Los polipéptidos de FX (modificados y sin modificar) se pueden producir por cualesquiera métodos conocidos en la
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materia para la produccion de proteinas, incluidos los métodos in vitro e in vivo tales como, por ejemplo, la
introduccion de moléculas de acidos nucleicos que codifican FX en una célula hospedadora, animal hospedador, y la
expresion a partir de las moléculas de acidos nucleicos que codifican FX in vitro. FX y los polipéptidos de FX
modificados se pueden expresar en cualquier organismo adecuado para producir las cantidades necesarias y las
formar del polipéptido de FX necesarias para la administracion y el tratamiento. Los hospedadores de expresion
incluyen organismos procariotas y eucariotas tales como E. coli, levaduras, plantas, células de insecto, células de
mamiferos, incluidas linea de células humanas y animales transgénicos no humanos. Los hospedadores de
expresion pueden diferir en sus niveles de produccidon de proteinas, asi como en los tipos de modificaciones
posteriores a la traduccién que estan presentes sobre las proteinas expresadas. La seleccion del hospedador de
expresion se puede realizar dependiendo de estos y otros factores, tales como consideraciones de normativa y
seguridad, costes de produccién, y la necesidad y los métodos de purificacion.

La expresion en hospedadores eucariotas puede incluir la expresion en levaduras tales como Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoria, células de insecto tales como células de Drosophila y de lepidopteros, plantas y células
vegetales, tales como tabaco, maiz, arroz, algas, y Lemna. Las células eucariotas para expresiéon también incluyen
lineas de células de mamifero, tales como células de ovario de hamster chino (CHO), o células de rifion de cria de
hamster (BHK). Los hospedadores de expresion en eucariotas también incluyen la produccion en animales
transgénicos no humanos, por ejemplo, incluidas la produccioén en suero, leche y huevos.

Muchos vectores de expresién estan disponibles y son conocidos por los expertos en la materia par la expresion de
FX. La seleccién del vector de expresion esta afectada por la seleccion del sistema de expresion del hospedador.
Dicha seleccion esta entre las habilidades de los expertos en la materia. En general, los vectores de expresion
pueden incluir promotores y opcionalmente potenciadores de la transcripcion, sefiales de traduccion, y sefiales de
finalizacion de la transcripcion y la traduccién. Los vectores de expresion que se usan para la transformacion estable
tienen de forma tipica un marcador seleccionable que permite la seleccion y el mantenimiento de las células
transformadas. En algunos casos, se puede usar un origen de replicacion para amplificar el namero de copias de los
vectores en las células.

FX o los polipéptidos de FX modificados también se pueden utilizar o expresar como fusiones de proteinas. Por
ejemplo, se puede generar una fusiéon para afiadir funcionalidad adicional a un polipéptido. Los ejemplos de
proteinas de fusién incluyen, aunque no de forma limitativa, fusiones de una secuencia sefial, una etiqueta tal como
para la localizacion, por ejemplo una etiqueta hiss 0 una etiqueta myc, o una etiqueta para la purificacion, por
ejemplo, una fusién GST, y una secuencia para dirigir la secrecion de la proteina y/o la asociacién con la membrana.

En una realizacion, la proteasa se expresa en una forma inactiva zimégena. En otra realizacion, el polipéptido de FX
o los polipéptidos de FX modificados se pueden generar para estar en una forma activa, donde la activacion se
consigue mediante la reaccion con el activador de FX de veneno de la vibora de Russell (Haematologic
Technologies) tras la expresion, secrecion y purificacion de la forma de FX zimégena del polipéptido. En dicho
ejemplo, el activador se puede eliminar de la preparacion purificada resultante por didlisis o por medio de una
columna de afinidad compatible con el activador (por ejemplo biotina-estreptavidina).

En algunos casos, la forma del polipéptido de FX inactivada se retira de la forma de FXa activada durante la
preparacion. Por ejemplo, como FXa esta alterada conformacionalmente, presenta la capacidad de unirse a la
heparina. Por lo tanto, FXa se puede purificar a partir de las preparaciones que también contienen una forma
zimégena mediante cromatografia utilizando una columna de heparina. Esto se ilustra en el Ejemplo 2 del presente
documento. En general, en los ejemplos de la presente memoria, el polipéptido de FXa presenta una pureza de al
menos un 70 %, y generalmente de al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mayor. Generalmente, las preparaciones de FXa estan practicamente
exentas de otras proteinas contaminantes, incluidas las formas de FX zimogenas.

a. Expresion procariota

Los procariotas, especialmente E. coli, proporcionan un sistema para producir grandes cantidades de FX (véanse,
por ejemplo, Platis et al. (2003) Protein Exp. Purif. 31(2): 222-30; y Khalilzadeh et al. (2004) J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 31(2): 63-69). La transformacion de E. coli es una técnica sencilla y rapida bien conocida por los expertos
en la materia. Los vectores de expresion para E. coli pueden contener promotores inducibles que son utiles para
inducir altos niveles de expresion de proteinas y para expresar proteinas que presentan cierta toxicidad para las
células hospedadoras. Los ejemplos de promotores inducibles incluyen el promotor lac, el promotor trp, el promotor
tac hibrido, los promotores T7 y ARN de SP6 y el promotor AP, regulado por la temperatura.

FX se puede expresarse en el ambiente citoplasmico de E. coli. El citoplasma es un ambiente reducir y, para algunas
moléculas, esto puede dar como resultado la formacion de cuerpos de inclusién insolubles. Los agentes reductores
como ditiotreitol y B-mercaptoetanol y desnaturalizantes (por ejemplo, como guanidina-HCI y urea) se pueden usar
para resolubilizar las proteinas. Un enfoque alternativo es la expresién de FX en el espacio periplasmico de
bacterias, lo que proporciona un ambiente oxidante e isomerasas analogas a chaperonina y disulfuro isomerasas
llevan a la produccion de la proteina soluble. Tipicamente, una secuencia lider se fusiona con la proteina a expresar,
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lo que dirige la proteina al periplasma. A continuacion se elimina el lider por las peptidasas sefial dentro del
periplasma. Los ejemplos de secuencias lideres que dirigen al periplasma incluyen el lider pelB del gen de la pectato
liasa y el lider derivado del gen de la fosfatasa alcalina. En algunos casos, la expresion periplasmica permite la
salida de la proteina expresada hacia el medio de cultivo. La secrecion de las proteinas permite la purificacion rapida
y simple a partir del sobrenadante del cultivo. Las proteinas que no se secreta se pueden obtener a partir del
periplasma mediante lisis osmdtica. Analogamente a la expresion citoplasmica, en algunos casos, las proteinas
pueden volverse insolubles y desnaturalizantes, y se pueden usar agentes reductores para facilitar la solubilizacion y
el replegado. La temperatura de induccion y crecimiento también puede alterar los niveles de expresion y la
solubilidad. Tipicamente, se usan temperaturas entre 25 °C y 37 °C. También se pueden usar mutaciones para
aumentar la solubilidad de las proteinas expresadas. Tipicamente, las bacterias producen proteinas aglicosiladas.
Por lo tanto, si las proteinas requieren glicosilacién para funcionar, las glicosilacion se puede afadir in vitro tras la
purificacién a partir de las células hospedadoras.

b. Levaduras

Las levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis, y Pichia pastoris son hospedadores de expresion utiles para FX (véase, por ejemplo, Skoko et
al. (2003) Biotechnol. Appl. Biochem. 38(Pt3):257-65). Las levaduras se pueden transformar con vectores de
replicacion episomicos o0 mediante integracion cromosémica estable mediante recombinacién homologa.
Tipicamente, se usan promotores inducibles par regular la expresion génica. Los ejemplos de dichos promotores
incluyen GAL1, GAL7, e GAL5 y promotores de la metalotioneina tales como CUP1. Los vectores de expresion
frecuentemente incluyen un marcador seleccionable tal como LEU2, TRP1, HIS3, y URA3 para la seleccion y el
mantenimiento del ADN transformado. Las proteinas expresadas en las levaduras frecuentemente son solubles y la
expresion simultanea con chaperoninas, tales como Blp y proteina disulfuro isomerasa, puede mejorar los niveles de
expresion y la solubilidad. Adicionalmente, las proteinas expresadas en levadura pueden dirigirse a secrecion
usando fusiones del péptido sefal de secrecién tal como la sefal de secrecion del factor de emparejamiento de
levadura de tipo alfa derivado de Saccharomyces cerevisiae y fusiones con proteinas de la superficie celular de
levadura tales como el receptor de adhesion de emparejamiento Aga2p o la glucoamilasa de Arxula adeninivorans.
Un sitio de escisién de la proteasa (por ejemplo, la proteasa Kex-2) se puede disefiar mediante ingenieria genética
para eliminar las secuencias fusionadas de los polipéptidos a medida que salen de la ruta de secrecion. La levadura
también es capaz de glicosilacion en motivos Asn-X-Ser/Thr.

c. Insectos y células de insectos

Insectos y células de insectos, especialmente mediante el uso de un sistema de expresion de baculovirus, son utiles
para expresar polipéptidos tales como FX o formas modificadas del mismo (véase, por ejemplo, Muneta et al. (2003)
J. Vet. Med. Sci. 65(2):219-23). Las células de insecto, y larvas de insectos, incluida la expresiéon en la hemolinfa,
expresan elevados niveles de proteinas y son capaces de la mayoria de las modificaciones posteriores a la
traduccion utilizadas por los eucariotas superiores. Los baculovirus tienen una gama de hospedadores restringida
que mejora la seguridad y reduce los problemas normativos de la expresion en eucariotas. Tipicamente, los vectores
de expresion usan un promotor tal como el promotor de la polihedrina de baculovirus para una expresion de alto
nivel. Los sistemas de baculovirus habitualmente utilizados incluyen baculovirus tales como el virus de la
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV), y el virus de la polihedrosis nuclear de Bombyxmori
(BmNPV) y una linea de células de insecto tal como la Sf9 derivada de Spodoptera frugiperda, Pseudaletia
unipuncta (A7S) y Danaus plexippus (DpN1). Para un alto nivel de expresion, la secuencia de nucledtidos de la
molécula a expresar se fusiona inmediatamente después del coddn de iniciacion de la polihedrina del virus. Las
sefiales de secrecién en mamiferos se procesan con precision en células de insecto, y se pueden usar para secretar
la proteina expresada en el medio de cultivo. Ademas, las lineas celulares Pseudaletia unipuncta (A7S) y Danaus
plexippus (DpN1) producen proteinas con patrones de glicosilacion similares a los sistemas de células de
mamiferos.

Un sistema de expresion alternativo en células de insectos es el uso de células transformadas de forma estable. Las
lineas de células como las células Schnieder 2 (S2) y las células Kc (Drosophila melanogaster) y las células C7
(Aedes albopictus) se pueden utilizar para la expresion. El promotor de la metalotioneina de Drosophila se puede
utilizar para inducir altos niveles de expresion en la presencia de la induccidon por metales pesados con cadmio o
cobre. Los vectores de expresion se mantienen de forma tipica mediante el uso de marcadores seleccionables tales
como neomicina e higromicina.

d. Células de mamiferos

Los sistemas de expresion en mamiferos se pueden usar para expresar los polipéptidos de FX. Las construcciones
de expresién se pueden transferir a las células de mamifero mediante infeccién con un virus, tal como con un
adenovirus o mediante transferencia directa de ADN, tal como mediante liposomas, fosfato de calcio, DEAE-
dextrano, y por medios fisicos tales como electroporacion y microinyecciéon. Los vectores de expresion para las
células de mamifero incluyen de forma tipica un sitio protegido de ARNm, una secuencia TATA, una secuencia de
inicio de la traduccion (secuencia consenso de Kozak) y elementos de poliadenilacién. Dichos vectores
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frecuentemente incluyen promotores-potenciadores de la transcripcidn para un alto nivel de expresién, por ejemplo,
el promotor-potenciador de SV40, el promotor del citomegalovirus (CMV) humano, y la repeticiéon terminal larga del
virus del sarcoma de Rous (RSV). Estos promotores-potenciadores estan activos en muchos tipos de células. Los
promotores del tipo de tejido y células y las regiones potenciadoras también se pueden usar para la expresién. Las
regiones promotoras/potenciadoras ilustrativas incluyen, aunque no de forma limitativa, la de genes tales como
elastasa |, insulina, inmunoglobulina, virus del tumor mamario de ratén, albimina, alfa-fetoproteina, alfa-1-
antitripsina, beta-globina, proteina béasica de mielina, cadena ligera 2 de miosina, y regién control del gen de la
hormona de liberacion gonadotropica. Se pueden usar algunos marcadores para seleccionar y mantener las células
con la construccién de expresion. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables incluyen, aunque no de forma
limitativa, higromicina B fosfotransferasa, adenosina desaminasa, xiantina-guanina fosforibosil transferasa,
aminogllicésido fosfotransferasa, dihidrofolato reductasa y timidina quinasa. La fusién con las moléculas de
sefializacién de la superficie celular como TCR-( y FceRI-y pueden dirigir la expresion de las proteinas en un estado
activo sobre la superficie celular.

Estan disponibles muchas lineas de células para la expresion en mamiferos, incluidas las de raton, rata, ser
humano, mono, y células de pollo y de hamster. Las lineas de células ilustrativas incluyen, aunque no de forma
limitativa, BHK (es decir, células BHK-21), 293-F, CHO, Balb/3T3, HeLa, MT2, ratdn NSO (no secretante) y otras
lineas de células de mieloma, lineas de células de hibridoma y heterohibridoma, linfocitos, fibroblastos, Sp2/0, COS,
NIH3T3, HEK293, 293S, 293T, 2B8, y células HKB. Las lineas de células también estan disponibles adaptadas a
medios exentos de suero que facilita la purificacién de las proteinas secretadas desde la célula al medio de cultivo
celular. Uno de estos ejemplos es linea de células EBNA-1 exenta de suero (Pham et al., (2003) Biotechnol. Bioeng.
84:332-42).

e. Plantas

Las células de plantas transgénicas y de plantas se pueden usar para la expresion de FX. Las construcciones de
expresion se transfieren de forma tipica a plantas usando transferencia directa de ADN tal como mediante el
bombardeo de microproyectiles, y la transferencia mediada con PEG a protoplastos, y con transformacion mediada
por Agrobacterium. Los vectores de expresion pueden incluir secuencias promotoras y potenciadoras, elementos de
terminacion de la transcripcion, y elementos de control de la traduccion. Los vectores de expresion y las técnicas de
transformacion se suelen dividir entre hospedadores de dicotiledéneas, como Arabidopsis y tabaco, y hospedadores
de monocotiledoneas, como maiz y arroz. Los ejemplos de promotores vegetales usados para la expresion incluyen
el promotor del virus del mosaico de la coliflor, el promotor de nopalina sintasa, el promotor de la ribosa bifosfato
carboxilasa y los promotores de ubiquitina y UBQ3. Marcadores seleccionables tales como higromicina, fosfomanosa
isomerasa y neomicina fosfotransferasa se utilizan a menudo para facilitar para facilitar la seleccion y el
mantenimiento de las células transformadas. Las células vegetales transformadas se pueden mantener en cultivo
como células, agregados (tejido de callo) o regenerarse a plantas completas. Puesto que las plantas tienen patrones
de glicosilacion diferentes a los de las células de mamiferos, esto puede influir en la eleccién de los hospedadores
que producen FX. Las células vegetales transgénicas también pueden incluir algas genomanipuladas para producir
proteinas (véase, por ejemplo, Mayfield et al. (2003) PNAS 100:438-442). Puesto que las plantas tienen patrones de
glicosilacion diferentes a los de las células de mamiferos, esto puede influir en la eleccién de los hospedadores que
producen FX.

2. Purificacion

Los métodos para purificar los polipéptidos de FX a partir de las células hospedadoras dependen de las células
hospedadoras seleccionadas y de los sistemas de expresion. Para las moléculas secretadas, las proteinas
generalmente se purifican del medio de cultivo tras eliminar las células. Para la expresion intracelular, las células se
pueden lisar, y las proteinas purificarse del extracto. Cuando se usan para la expresion organismos transgénicos no
humanos tales como plantas y animales transgénicos, los tejidos u érganos se pueden utilizar como material de
partida para preparar un extracto de células lisadas. Adicionalmente, la produccién en animales transgénicos no
humanos puede incluir la produccién de los polipéptidos en leche o huevos, que se pueden recoger, y si es
necesario, adicionalmente las proteinas se pueden extraer y purificarse adicionalmente usando métodos
convencionales en la técnica.

FX se puede purificar utilizando las técnicas convencionales de purificacion de proteinas conocidas en la materia,
que incluyendo, aunque no de forma limitativa, SDS-PAGE, fraccionamiento por tamafio y cromatografia de
exclusién molecular, precipitacion en sulfato aménico, cromatografia de quelatos, y cromatografia de intercambio
iénico. Por ejemplo, los polipéptidos de FX se pueden purificar mediante cromatografia de intercambio aniénico. Los
ejemplos de un método para purificar los polipéptidos de FX es mediante el uso de una columna de intercambio
iénico, que permite la uniéon de cualquier polipéptido que tenga un dominio funcional Gla, seguido de elucién en
presencia de calcio. Las técnicas de purificacion por afinidad también se pueden usar para mejorar la eficacia y la
pureza de las preparaciones. Por ejemplo, anticuerpos, receptores y otras moléculas que se unen a FX se pueden
utilizar en la purificacién por afinidad. Las construcciones de expresion también se pueden disefiar mediante
ingenieria genética para agregar una etiqueta de afinidad como un epitopo myc, fusién GST, o Hise y purificarse por
afinidad con anticuerpo anti-myc, resina de glutation, y Niresin, respectivamente, para obtener una proteina. La

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 083 T3

pureza se puede evaluar mediante cualquier método conocido en la materia, incluidas la electroforesis en gel y la
tincion, asi como las técnicas espectrofotométricas.

Como se analiza anteriormente, la proteasa de FX se puede expresar y purificar para que esté en una forma inactiva
(forma zimogena) o, como alternativa, la proteasa expresada se puede purificar para obtener una forma activa. Los
polipéptidos de FX zimégenos se pueden preparar en primer lugar por cualquiera de los métodos de produccién
descritos en el presente documento, que incluyen, aunque no de forma limitativa, la produccién en células de
mamiferos seguido de purificacion. Los polipéptidos de FXa que se han activado mediante la eliminacion del péptido
de activacion se pueden preparar in vitro (es decir FXa; forma bicatenaria). La escision de los polipéptidos de FX a la
forma de proteasa activa, FXa, se puede llevar a cabo mediante reaccién con un activador (por ejemplo, el activador
de FX de veneno de la vibora de Russell), eliminacion del activador y posterior eliminacién de la forma inactiva.

3. Proteinas de fusion

También se proporcionan proteinas de fusion que contienen un polipéptido de FX modificado y uno o mas
polipéptidos adicionales. Se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen dichas proteinas de fusién
formuladas para su administracién mediante una via adecuada. Las proteinas de fusion se formar por union en
cualquier orden del polipéptido de FX modificado y un agente, tal como un anticuerpo o fragmento del mismo, factor
de crecimiento, receptor, ligando, y otros de estos agentes con el fin de facilitar la purificaciéon de un polipéptido de
FX, alterar las propiedades farmacodinamicas de un polipéptido de FX mediante el direccionamiento, por ejemplo,
mediante el direccionamiento del polipéptido a una célula o tejido diana, y/o aumentar la expresion o la secrecién del
polipéptido de FX. De forma tipica, cualquier proteina de fusion de FX retiene al menos aproximadamente un 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 0 95 % de la actividad catalitica, en comparacion con un polipéptido de FX no
de fusién, incluido un 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de actividad catalitica en comparacion con un polipéptido no de
fusion.

La unién de un polipéptido de FX con otro polipéptido se puede llevar a cabo directamente, o bien indirectamente,
con un enlazador. En un ejemplo, el enlazador puede ser un enlazador quimico, tal como mediante agente
heterobifuncionales o enlaces tiol u otros de dichos enlaces. La fusién también puede realizarse por medios
recombinantes. La fusién de un polipéptido de FX con otro polipéptido puede ser hacia extremo N o el extremo C del
polipéptido de FX. Los ejemplos no limitativos de los polipéptidos que se pueden usar en las proteinas de fusién con
un polipéptido de FX proporcionado en el presente documento incluyen, por ejemplo, un polipéptido GST (glutatién
S-transferasa), dominio Fc de la inmunoglobulina G, o una secuencia sefial heteréloga (por ejemplo de trombina).
Las proteinas de fusion pueden contener componentes adicionales, tal como la proteina de unién a maltosa (MBP)
de E. coli que interviene en la captacién de la proteina por las células (véase la solicitud internacional PCT n.° WO
01/32711).

Una proteina de fusion se puede producir por técnicas recombinantes convencionales. Por ejemplo, fragmentos de
ADN que codifican las diferentes secuencias de polipéptido se ligan juntos en marco de acuerdo con las técnicas
convencionales, por ejemplo, empleando términos enromados por el extremo o escalonados por el extremo para la
ligadura, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar términos adecuados, rellenado de extremos
cohesivos segun sea adecuado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la unién indeseable, y ligadura
enzimatica. En otra realizacion, el gen de fusion puede sintetizarse mediante técnicas convencionales que incluyen
sintetizadores de ADN automatizados. Como alternativa, se puede llevar a cabo la amplificacion mediante la PCR de
fragmentos génicos utilizando cebadores de anclaje que proporcionan un aumento de salientes complementarios
entre dos fragmentos génicos consecutivos que se pueden hibridar posteriormente y volverse a amplificar para
generar una secuencia de gen quimérico (véase, por ejemplo, Ausubel et al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992). Ademas, estan comercialmente disponibles muchos vectores
de expresién que codifica ya un resto de fusién (por ejemplo, un polipéptido GST). Un &cido nucleico que codifica FX
se puede clonar en dicho vector de expresion de tal forma que el resto de fusion esté unido en marco a la proteina
proteasa.

4. Modificacion de polipéptidos

Se pueden preparar polipéptidos de FX modificados en forma de cadenas polipeptidicas puras o en forma de
complejo. En algunas aplicaciones, puede ser deseable preparar FX modificado en una forma "pura" sin
modificaciones posteriores a la traduccion ni otras modificaciones quimicas. Las cadenas polipeptidicas puras se
pueden preparar en hospedadores adecuados que no modifican FX después de la traduccion. Dichos polipéptidos
también se pueden preparar en sistemas in vitro y utilizar la sintesis quimica de polipéptidos. Para otras
aplicaciones, se pueden desear modificaciones especiales incluidas la pegilacion, albuminacion, glicosilacion,
carboxilacién, hidroxilacion, fosforilacion, u otras modificaciones conocidas. Las modificaciones se pueden realizar in
vitro o, por ejemplo, mediante la produccién de FX modificado en un hospedador adecuado que produzca tales
modificaciones.
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5. Secuencias de nucle6tidos

Se proporcionan en el presente documento moléculas de acidos nucleicos que codifican FX o los polipéptidos de FX
modificados. Las moléculas de acidos nucleicos incluyen variantes alélicas o variantes de corte y empalme de
cualquier polipéptido de FX codificado. Ejemplos de moléculas de acidos nucleicos proporcionadas en el presente
documento son cualquiera que codifique un polipéptido de FX modificado proporcionado en el presente documento,
tal como cualquiera que codifique un polipéptido que se muestre en cualesquiera de las SEQ ID NOS: 4-133 0 417-
546, o una forma madura, zimbégena, activa o cataliticamente activa del mismo. En una realizacion, las moléculas de
acidos nucleicos proporcionadas en el presente documento tienen al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 0 99 % de identidad de secuencia o que se hibridan en condiciones de alta rigurosidad del medio a lo
largo de al menos un 70 % de la longitud completa de cualquier acido nucleico que codifica un polipéptido de FX
proporcionado en el presente documento. En otra realizacion, una molécula de acido nucleico puede incluir aquellas
con secuencias de codones degenerados que codifican cualquiera de los polipéptidos de FX proporcionados en el
presente documento incluyen.

F. Evaluacion de las actividades de FX modificado

Las actividades y propiedades de los polipéptidos de FX se pueden evaluar in vitro y/o in vivo. Los ensayos de
dichas evaluaciones son bien conocidos por los expertos en la materia y saben correlacionar las actividades
estudiadas y los resultados con las actividades terapéuticas y in vivo. En un ejemplo, se pueden evaluar las
variantes de FX en comparacion con FX sin modificar y/o natural. En otro ejemplo, la actividad de los polipéptidos de
FX modificados se puede evaluar tras exposicién in vitro o in vivo a AT-lll y compararse con las de polipéptidos de
FX modificados que no han estado expuestos a AT-IIl. Dichos ensayos se pueden llevar a cabo en presencia o
ausencia de FVa. Los ensayos in vitro incluyen cualquier ensayo de laboratorio conocido del experto en la materia,
tales como por ejemplo, los ensayos con células incluidos los ensayos de coagulacién, ensayos de unién, ensayos
con proteinas, y ensayos de biologia molecular. Los ensayos in vivo incluyen ensayos de FX en modelos animales,
asi como de administraciéon a seres humanos. En algunos casos, la actividad de FX in vivo se puede determinar por
evaluacion de la sangre, suero, u otro fluido corporal, segun determinantes del ensayo. Las variantes de FX también
se pueden estudiar in vivo para evaluar una actividad o propiedad, tal como un efecto terapéutico.

Tipicamente, los ensayos se describen en el presente documento con respecto a la forma activada de FX, es decir
FXa. Dichos ensayos también se pueden realizar con la forma zimoégena inactiva, tal como para proporcionar un
control negativo ya que dicha forma normalmente no tiene actividad proteolitica ni catalitica, necesaria para la
actividad coagulante de FX. Ademas, dichos ensayos también se pueden llevar a cabo en presencia de cofactores,
como FVa, que, en algunos casos, aumentan la actividad de FX.

1. Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro ilustrativos incluyen ensayos para evaluar la modificacion y la actividad del polipéptido. Las
modificaciones se pueden evaluar usando ensayos in vitro que evallan la y-carboxilacion y otras modificaciones
postraduccionales, ensayos de proteinas y ensayos conformacionales conocidos en la materia. Los ensayos de
actividad incluyen, aunque no de forma limitativa, medicion de la interaccion de FXa con otros factores de
coagulacién, tal como el Factor Va y la protrombina, ensayos proteolitica para determinar la actividad proteolitica de
los polipéptidos de FXa, los ensayos para determinar la uniéon y/o afinidad de los polipéptidos de FXa con
fosfatidilserina y otros fosfolipidos, y ensayos con células para determinar el efecto de los polipéptidos de FXa sobre
la coagulacion.

Las concentraciones de los polipéptidos de FXa modificados se pueden evaluar por métodos bien conocidos en la
materia, incluidos, aunque no de forma limitativa, enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA), SDS-PAGE; métodos
de Bradford, Lowry, y del acido bicincénico (BCA); absorbancia UV; y otros métodos cuantificables para marcado de
proteinas, tal como, aunque no de forma limitativa, métodos inmunolégicos, radioactivos y fluorescentes, y métodos
relacionados. La evaluacion de los productos e escision de las reacciones de proteolisis, incluida la escisién de
polipéptidos de protrombina, o de productos producidos por la actividad proteasa de FXa, se puede llevar a cabo
utilizando métodos incluidos, aunque no de forma limitativa, escision de sustrato cromogénico, HPLC, analisis
SDS/PAGE, ELISA, transferencia Western, inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, secuenciacién del extremo
NH2, y marcado de proteinas.

Las propiedades estructurales de los polipéptidos de FXa modificados también se pueden evaluar. Por ejemplo,
cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopia de crioelectrones (cryo-EM) de
polipéptidos de FX modificados, pueden llevarse a cabo para evaluar la estructura tridimensional de los polipéptidos
de FX y/u otras propiedades de los polipéptidos de FX, como unién a sustrato, ca®", o cofactor.

Adicionalmente, la presencia de una extensa degradacion de FXa se puede medir por técnicas convencionales, tal
como electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), y transferencia Western de las
muestras que contienen FXa sometidas a electroforesis. Los polipéptidos de FXa que se han expuesto a proteasas
también se pueden someter a secuenciacion del extremo N para determinar la ubicacién o los cambios en los sitios
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de escision de los polipéptidos de FXa modificados.
a. Modificacién posterior a la traduccion

Los polipéptidos de FX/FXa también se pueden evaluar para determinar si la presencia de modificaciones
posteriores a la traduccion. Dichos ensayos son conocidos en la técnica e incluyen ensayos para medir la
glicosilacion, hidroxilacién y carboxilaciéon. En un ensayo ilustrativo de glicosilacion, se puede llevar a cabo el analisis
de carbohidratos, por ejemplo, con analisis SDS page de los polipéptidos de FX/FXa expuestos a hidrazinolisis o
tratamiento con endoglicosidasa. La hidrazinolisis libera glicanos unidos a N 0 a O desde las glicoproteinas mediante
incubacion con una hidrazina anhidra, mientras que la liberacion con endoglicosidasa implica PNGase F, que libera
la mayoria de N-glicanos de las glicoproteinas. La hidrazinolisis o tratamiento con endoglicosidasa de los
polipéptidos de FX/FXa genera un extremo reductor que se pueden etiquetar con una etiqueta de fluoréforo o
cromoforo. Los polipéptidos de FX/FXa etiquetados se pueden analizar mediante electroforesis de carbohidratos
asistida por fluoréforo (FACE). La etiqueta fluorescente de los glicanos también se puede usar para el analisis de los
monosacaridos, perfilado, o adquisicion de huella dactilar de patrones de glicosilacion complejos mediante HPLC.
Los métodos de HPLC ilustrativos incluyen la cromatografia de interaccion hidréfila, interaccion electrénica,
intercambio idnico, interaccién hidrofoba, y cromatografia de exclusion molecular. Las sondas de glicano ilustrativas
incluyen, aunque no de forma limitativa, 3-(acetilamino)-6-aminoacridina (AA-Ac) y acido 2-aminobenzoico (2-AA).
Los restos de carbohidrato también se pueden detectar mediante el uso de anticuerpos especificos que reconocen el
polipéptido de FX/FXa glicosilado.

Un ejemplo ilustrativo para medir la B-hidroxilacion comprende analisis por HPLC en fase invertida de los
polipéptidos de FX/FXa que se han sometido a hidrélisis alcalina (Fernlund, P y J. Stenflo (1983) J. Biol. Chem.
258(20):12509-12). La caboxilacion y y-carboxilacion de los polipéptidos de FX/FXa se puede evaluar usando
hidrolisis alcalina, seguida de HPL, usando una columna de intercambio catiénico, y los restos modificados se
pueden identificar mediante analisis de secuenciacién del extremo amino con degradacién de Edman (Camire et al.
(2000) Biochemistry. 39(46):14322-14329). La interaccion de un polipéptido de FX que contiene el propéptido (pro-
FX) con la carboxilasa responsable de la modificacién con y-carboxilato posterior a la traduccion también se puede
evaluar. Por ejemplo, las afinidades relativas de los péptidos de FX por la carboxilasa también se pueden comparar
mediante la determinacién de las constantes de inhibicién (Ki) frente a un sustrato de dominio Factor IX
propéptido/acido gamma-carboxiglutamico (Stanley, T. B. (1999) J. Biol. Chem. 274:16940-16944).

b. Actividad proteolitica (actividad catalitica)

Los polipéptidos de FXa modificados se pueden evaluar para determinar la actividad proteolitica. La actividad
proteolitica de FXa se puede medir usando sustratos cromégenos como F-3301 (CH3;OCO-D-CHA-GIly-Arg-pNA-
AcOH; Sigma Aldrich), S-2222 Bz-lle-Glu(g-OR)-Gly-Arg-pNAHCI; R=H (50 %) y R=CH3 (50 %); DiaPharma), S-
2337 (benzoil-lle-Glu-(y-piperidil)-Gly-Arg-p-nitroanilina; Kabi Diagnostica), CBS 39.31 (Diagnostic Stago Ltd.) o
sustratos fluorégenos tales como Pefafluor FXa (CH3SO2-D-CHA-Gly-Arg-AMC-AcOH; Pentapharm). Los
polipéptidos de FXa, solos o en presencia de FVA y, opcionalmente, en presencia de fosfolipidos, se incuban con
diferentes concentraciones de sustrato cromégeno. La escision del sustrato puede controlarse mediante absorbancia
o fluorescencia y la velocidad de hidrélisis del sustrato puede determinarse mediante regresion lineal usando un
programa informatico facilmente disponible.

La actividad proteolitica del Factor Xa también se pueden evaluar indirectamente mediante el seguimiento de la
activacion de los sustratos de FXa, como la protrombina. Los polipéptidos de FXa, en presencia de fosfolipidos, con
0 sin preincubacion con FVA, se pueden incubar con protrombina purificada (disponible comercialmente). La
cantidad de trombina activa producida como consecuencia de la escision del polipéptido de FXa de la protrombina se
mide a continuacion como la actividad de la trombina por un sustrato fluorogénico, tal como Pefafluor TH (H-D-CHA-
Ala-Arg-AMCe2AcOH; Centerchem), que se supervisa mediante cambios en la fluorescencia (documento US
2005/0142032, véase también el Ejemplo 4 mas adelante) o un sustrato cromogénico, como T3068 (diacetato de B-
Ala-Gly-Arg p-nitroanilida; Sigma Aldrich), que se controla mediante los cambios en la absorbancia. La actividad del
polipéptido del Factor Xa se deduce a continuacion a partir de la actividad medida de la trombina.

c. Actividad de coagulacion

Los polipéptidos de FX/FXa se pueden someter a ensayo para determinar la actividad de coagulacién usando
ensayos bien conocidos en la materia. Por ejemplo, algunos de los analisis incluyen, aunque no de forma limitativa,
un ensayo de coagulacion en dos etapas (Skogen et al., (1983) J. Biol. Chem. 259(4):2306-2310); el ensayo del
tiempo de protrombina (PT); ensayos que son modificaciones del ensayo PT; el tiempo de tromboplastina parcial
activada (aPTT); tiempo de coagulacién activado (ACT); tiempo de coagulacion activado con factor X activado diluido
(XACT) (Exner et al. (2000) Blood Coagul Fibrinolysis. 14(8):773-779); tiempo de coagulacion activado recalcificado;
el tiempo de coagulacion Lee-White; tromboelastografia (TEG); o tromboelastografia rotacional (ROTEM). Por
ejemplo, la actividad de coagulacién de un polipéptido de FX/FXa modificado se puede terminar con un ensayo de
tipo PT donde FX/FXa se diluye en plasma deficiente en FX/FXa, y se mezcla con el reactivo del tiempo de
protrombina (con fosfolipidos y calcio), tal como esta disponible como Innovin™ de Dade Behring. La formacion de
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coagulos se detecta Opticamente, y el tiempo hasta la coagulacién se determina y se compara con el plasma
deficiente en FX en solitario.

d. Unién a y/o inhibicién mediante otras proteinas y moléculas

Los ensayos de inhibicion se pueden usar para medir la resistencia de los polipéptidos de FXa modificados a los
inhibidores de FXa, tal como el complejo de antitrombina Il (AT-111). La evaluacion de la inhibicion a otros inhibidores
también se puede someter a ensayo e incluye, aunque no de forma limitativa, otros inhibidores de la serina proteasa,
tal como el inhibidor de la proteasa dependiendo de la proteina Z (ZPl), y anticuerpos especificos de FXa. La
inhibicidn se puede evaluar mediante incubacion de la AT-IIl y heparina comercialmente disponibles con polipéptidos
de FXa. A continuacion, la actividad de FXa se puede medir usando uno o mas de los ensayos de actividad o
coagulacién anteriormente descritos, y la inhibicion mediante AT-IIl o ZPI se puede evaluar por comparacién de la
actividad de los polipéptidos de FXa incubados con el inhibidor, con la actividad de los polipéptidos de FXa que no
se han incubado con el inhibidor.

Los polipéptidos de FXa se pueden someter a ensayo para determinar la union a otros factores de coagulacion e
inhibidores. Por ejemplo, las interacciones directas e indirectas de FXa con cofactores, como FVa, sustratos, como
protrombina, e inhibidores, tal como AT-Ill, ZPI, y heparina, se puede evaluar usando cualquier ensayo de unién
conocido en la técnica, que incluyen, aunque no de forma limitativa, inmunoprecipitacion; purificaciéon en columna;
SDS-PAGE no reductor; resonancia de plasmén superficial (SPR), incluidos los ensayos BlIAcore®; transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia (FRET); polarizacion de la fluorescencia (FP); calorimetria de valoracién
isotérmica (ITC); dicroismo circular (CD); ensayos de complementacion de fragmentos de proteinas (PCA);
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN); dispersion de luz; equilibrio de sedimentacion;
cromatografia de filtraciébn en gel en zona pequefia; retardo en gel; transferencia de western con proteinas no
anticuerpos, polarizacion de la fluorescencia; huella de proteinas con radicales libres; expresion en fagos; y varios
sistemas de doble hibrido. En un ejemplo, la afinidad de unién de FXa a FVa unido a fosfolipido se determiné
usando FXay FVa radiomarcados y centrifugacién con aceite (Tracy et al., (1981) J. Biol. Chem. 256(2): 743-751).

e. Afinidad por fosfolipidos

La unién y/o la afinidad del polipéptido de FX/FXa por fosfatidilserina (PS) y otros fosfolipidos puede determinarse
usando ensayos bien conocido en la técnica (véase, por ejemplo Burri et al., (1987) Biochimica et Biophysica Acta.
923(2): 176-186). Los fosfolipidos muy puros (por ejemplo, concentraciones conocidas de PS de bovino y
fosfatidilcolinas (PC) de huevo, que estan comercialmente disponibles, como de Sigma, en disolvente organico, se
puede usar para preparar pequefas vesiculas monolamelares de fosfolipidos. La unién del polipéptido de FX/FXa a
estas vesiculas de PS/PC se puede determinar mediante dispersién de luz relativa a 90° para la luz incidente. La
intensidad de la dispersion de luz con PC/PS solo y con PC/PS/FX o PC/PS/FXa se mide para determinar la
constante de disociacion (Burri et al., (1987) Biochimica et Biophysica Acta. 923(2): 176-186). La resonancia de
plasmén superficial, tal como en un instrumento biosensor BlAcore, también se puede usar para medir la afinidad de
los polipéptidos de FX/FXa por las membranas de fosfolipidos (Erb et al., (2002) Eur. J. Biochem. 269(12):3041-
3046).

2. Modelos de animales no humanos

Los modelos de animales no humanos se pueden usar para evaluar la actividad, eficacia y seguridad de los
polipéptidos de FX/FXa modificados. Por ejemplo, se pueden usar animales no humanos como modelos de una
enfermedad o dolencia. Los animales no humanos se pueden inyectar con enfermedad y/o sustancias inductoras de
fenotipo, tal como una sobredosis de un anticoagulante terapéutico, antes de la administracion de las variantes de
FX/FXa, tal como cualquier variante de FX/FXa definida en la Tabla 14 y, en particular, las formas de zimégeno o
FXa o cataliticamente activa de las mismas, para controlar los efectos sobre la hemostasia.

Los modelos genéticos también son Utiles. Los animales, tal como los ratones, se pueden generar para imitar una
enfermedad o dolencia mediante la expresién en exceso, expresion defectiva, o inactivacion, de uno o mas genes,
tal como, por ejemplo, ratones inactivados génicamente para presentar la hemofilia A (Bi et al. (1995) Nat Gen
10:119-121). Se pueden generar deficiencias de otros factores de coagulacion también para estudiar las variantes de
FX/FXa, incluidos, aunque no de forma limitativa, deficiencia en Factor VIII; deficiencia en Factor IX (por ejemplo,
modelos de la hemofilia B); deficiencia en Factor X; deficiencia en Factor XI (modelos de la hemofilia C); deficiencia
en Factor XlI; y los tipos |, Il, IV, V, y VI de deficiencias en factor de coagulacion mdltiple familiar (FMFD) (véase,
Roberts, HR y MD Bingham, "Other Coagulation Factor Deficiencies". Thrombosis and Hemorrhage, 22 ed.
Baltimore, MD: Williams & Wilkins, 1998: 773-802). Dichos animales se pueden generar por técnicas de produccion
de animales transgénicos bien conocidas en la técnica, o usando cepas de origen natural o mutantes inducidos. Los
ejemplos de modelos de animales no humanos Utiles de las enfermedades asociadas con FX/FXa incluyen, aunque
no de forma limitativa, modelos de trastornos hemorragicos, en particular hemaofilia, o enfermedad trombética. Los
modelos de animales no humanos para lesiones o traumatismos, y los modelos animales de coagulopatia
hemodilucional postraumatica, o coagulopatia traumatica aguda, también se pueden utilizar para evaluar la actividad,
tal como la actividad de coagulacion, de los polipéptidos de FX/FXa. Estos modelos de animales no humanos se
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pueden usar para supervisar la actividad variante de FX/FXa en comparacion con un polipéptido de FX/FXa natural.

Los modelos animales también se pueden usar para supervisar la estabilidad, semivida, y aclaramiento de los
polipéptidos de FX/FXa modificados. Dichos ensayos son Utiles para comparar los polipéptidos de FX/FXa
modificados y par calcular las dosis y los regimenes de dosis para otros animales no humanos y para ensayos
clinicos. Por ejemplo, un polipéptido de FX/FXa modificado, tal como cualquier variante de FX/FXa proporcionada en
el presente documento que incluye, por ejemplo, cualquiera definido en la Tabla 14 y, en particular, las porciones
zimdgena, FXa o cataliticamente activa de las mismas, se puede inyectar en la vena de la cola de ratones. A
continuacion, se extrajeron muestras de sangre en los puntos temporales después de la inyeccion (tal como minutos,
horas y dias después) y a continuacion el nivel de los polipéptidos de FX/FXa modificados en las muestras
corporales incluidos, aunque no de forma limitativa, suero o plasma, se pueden controlar en puntos temporales
especificos, por ejemplo, mediante ELISA o radioinmunoensayo. Las muestras de sangre de diferentes puntos
temporales después de la inyeccién de los polipéptidos de FX/FXa también se pueden analizar para determinar la
actividad de coagulacién usando varios métodos, tal como se descrito en el Ejemplo 8. Estos tipos de estudios
farmacocinéticos pueden proporcionar informaciéon relativa a la semivida, aclaramiento y estabilidad de los
polipéptidos de FX/FXa, lo que puede ayudar a determinar las dosificaciones adecuada para la administracion de un
procoagulante.

Los polipéptidos de FX/FXa modificados, tal como cualquiera de los definidos en la Tabla 14 y, en particular, las
formas de zimégeno, FXa o cataliticamente activa de las mismas, se pueden estudiar para determinar su eficacia
terapéutica usando modelos animales para la hemofilia. En un ejemplo no limitativo, se puede usar un modelo
animal tal como un ratén. Los modelos de la hemofilia en ratén estan disponibles en la técnica y se pueden utilizar
para someter a ensayo los polipéptidos de FX/FXa modificados. Por ejemplo, un modelo de la hemofilia A en ratén
se produce mediante inyeccion de anticuerpos contra FVIIl y se puede usar para evaluar la actividad anticoagulante
de los polipéptidos del factor de coagulacion (por ejemplo, Tranholm et al. Blood (2003)102:3615-3620) y el ensayo
de los polipéptidos de FX/FXa modificados en un modelo de hemofilia inducida se contempla. Los modelos genéticos
en ratdn de la hemofilia A (Bi et al. (1995) Nat Gen 10:119-121) o la hemofilia B (Margaritis et al. (2004) J Clin Invest
113:1025-1031) también se puede usar para someter a ensayo los polipéptidos de FX/FXa modificados.

Los modelos no en ratén de los trastornos hemorragicos también existen. La actividad del polipéptido de FX/FXa
también se puede evaluar en ratas con hemorragia inducida por warfarina o hemorragia inducida por melagatrano
(Diness et al. (1992) Thromb. Re.s 67:233-241, Elg et al. (2001) Thromb. Res. 101:145-157), y conejos con
hemorragia inducida con heparina (Chan et al. (2003) J. Thromb. Haemost. 1:760-765). Los modelos de sobredosis
de anticoagulantes en primates (Gruber et al., (2008) Blood 112: Abstract 3825) también se pueden estudiar para
estudiar la actividad del polipéptido de FX/FX modificado. La hemofilia A endogamica, la hemofilia B y la enfermedad
de Von Willebrand en perros que muestran hemorragia intensa (Brinkhous et al. (1989) PNAS 86:1382-1386)
también se pueden usar en estudios con animales no humanos con polipéptidos de FX/FXa modificados. La
actividad de los polipéptidos de FX/FXa modificados también se puede evaluar en un modelo hemorragico en
conejos donde la trombocitopenia se induce mediante una combinaciéon de irradiacion gamma y el uso de
anticuerpos dirigidos contra plaquetas (Tranholm et al. (2003) Thromb. Res. 109:217-223).

Ademas de los animales con trastornos hemorragicos generalizados, los modelos de coagulopatia adquirida por
lesion y traumatismo también se pueden utilizar para evaluar la actividad de los polipéptidos de FX/FXa modificados,
y su seguridad y eficacia como anticoagulante terapéutico. Los ejemplos no limitativos de dichos modelos incluyen
un modelo de estenosis coronaria en conejo (Fattorutto et al. (2004) Can J Anaesth; 51:672-679), un modelo de
lesién hepatica de grado V en cerdos (Kopelman et al. (2000) Cryobiology; 40:210-217; Martinowitz et al. (2001) J
Trauma; 50:721-729), un modelo de aortotomia en cerdos (Sondeen et al. (2004) Shock; 22:163-168), un modelo de
coagulopatia aguda por traumatismo en cerdos (Harr et al., (2011) J Surg Res; 170(2):319-324); y un modelo de
coagulopatia adquirida por traumatismo en cerdos (Dickneite, G. e |. Pragst, (2009) Br J Anaesth; 102(3):345-354).

3. Ensayos clinicos

Estan disponibles muchos ensayos para evaluar la actividad de FX/FXa para su uso clinico. Dichos ensayos pueden
incluir la evaluacién de la coagulacion, la estabilidad de la proteina y la semivida in vivo, y los ensayos fenotipicos.
Los ensayos fenotipicos y los ensayos para evaluar el efecto terapéutico del tratamiento con FX/FXa incluye la
evaluacion de los niveles de FX/FXa en sangre (por ejemplo, la medicién de FX/FXa en suero antes de la
administracion y en puntos temporales después de las administraciones, incluyendo, después de la primera
administracion, inmediatamente después de la Ultima administracién, y en puntos temporales intermedios, con
correccion para el indice de masa corporal (BMI)), evaluacién de la coagulacion de la sangre in vitro usando los
métodos anteriormente descritos después del tratamiento con FX/FXa (por ejemplo ensayo PT), y respuesta
fenotipica al tratamiento con FX/FXa incluida la mejora de los sintomas con el tiempo, en comparaciéon con los
sujetos tratados con un FX/FXa no modificado y/o de tipo natural o bien un placebo. Los pacientes tratados con los
polipéptidos de FX/FXa modificados se pueden controlar para determinar la pérdida de sangre, necesidades de
transfusion, y hemoglobina. Los pacientes se pueden vigilar regularmente durante un periodo de tiempo para
administraciones rutinarias o repetidas, o después de la administracion en respuesta a eventos agudos, como una
hemorragias, traumatismo, o procedimientos quirlrgicos.

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 083 T3

G. Formulaciones y administracién

Se proporcionan en el presente composiciones de polipéptidos de FX modificados, incluyendo un zimégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, para su uso en el tratamiento de trastornos hemorragicos. Dichas
composiciones contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de un zimégeno de FX modificado o polipéptido de
FXa como se describe en el presente documento. Las concentraciones eficaces de los polipéptidos de FX o de los
derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos se mezclan con un transportador o vehiculo farmacéutico
adecuado para la administracién sistémica, topica o local. Los compuestos se incluyen en una cantidad eficaz para
tratar el trastorno seleccionado. La concentracién del compuesto activo en la composicién dependera de las tasas de
absorcion, inactivacion, excrecion del compuesto activo, el calendario de dosificacion, y la cantidad administrada asi
como otros factores conocidos por los expertos en la materia.

Los transportadores o vehiculos farmacéuticos adecuados para la administracion de los compuestos proporcionados
en el presente documento incluyen cualquiera de dichos transportadores conocidos por los expertos en la materia
por ser adecuados al modo concreto de administracion. Se pueden proporcionar también composiciones
farmacéuticas que incluyen una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de FX descrito en el presente
documento como un polvo liofilizado que se reconstituye, tal como con agua estéril, inmediatamente antes de la
administracion.

1. Formulaciones

Las composiciones farmacéuticas que contienen un polipéptido de FX modificado, incluyendo un zimoégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, puede formularse de cualquier manera convencional mezclando una
cantidad seleccionada del polipéptido con uno o mas transportadores o excipientes fisiolégicamente aceptables. La
seleccion del transportador o excipiente estd comprendida en los conocimientos de la profesién administradora y
puede depender de numerosos parametros. Estos incluyen, por ejemplo, el modo de administracion (es decir,
sistémica, oral, nasal, pulmonar, local, topica, o cualquier otro modo) y del trastorno tratado.

El compuesto puede suspenderse en forma micronizada u otra forma adecuada o puede derivatizarse para producir
un producto activo mas soluble. La forma de la mezcla resultante depende de numerosos factores, incluyendo el
modo previsto de administracion y la solubilidad del compuesto en el transportador o vehiculo seleccionado. Las
mezclas resultantes son soluciones, suspensiones, emulsiones y otras de las mencionadas mezclas, y se pueden
formular como una mezcla no acuosa o acuosa, cremas, geles, pomadas, emulsiones, soluciones, elixires, lociones,
suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones, pulverizaciones, supositorios, vendajes, o cualquier
otra formulaciéon adecuada para la administracion sistémica, topica o local. Para la administracién interna, tal como,
administracion intramuscular, parenteral o intraarticular, los polipéptidos se pueden formular como una solucién de
forma de suspensién en un medio basado en agua, tal como una solucién salina tamponada isoténicamente o se
combinan con un soporte biocompatible o bioadhesivo previsto para la administracion interna.

En general, las composiciones farmacéuticamente aceptables se en vista de la aprobacién por un organismo
regulador o se preparan de acuerdo con la farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales y en
seres humanos. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir transportadores tales como un diluyente,
adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra una isoforma. Tales vehiculos farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluidos aquellos cuyo origen es petréleo, animal, vegetal o de origen
sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral y aceite de sésamo. El agua es el
transportador tipico cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y
las soluciones acuosas de dextrosa y glicerol se pueden emplear también como transportadores liquidos,
particularmente para soluciones inyectables. Las composiciones pueden contener junto con un principio activo: un
diluyente tal como lactosa, sacarosa, fosfato dicélcico, o carboximetilcelulosa; un lubricante, tales como estearato de
magnesio, estearato de calcio y talco; y un aglutinante tal como almidon, gomas naturales, tales como gelatina de
goma acacia, glucosa, melazas, polivinilpirrolidona, celulosas y sus derivados, povidona, crospovidonas y otros
aglutinantes conocidos de los expertos en la materia. Los excipientes farmacéuticamente adecuados incluyen
almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, y
etanol. Una composicion, si se desea, puede contener también cantidades menores de agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH, por ejemplo, acetato, citrato sédico, derivados de ciclodextrina,
monolaurato de sorbitan, trietanolamina acetato de sodio, oleato de trietanolamina, y otros de los mencionados
agentes. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsién, comprimidos,
pildoras, capsulas, polvos, y formulaciones de liberacion sostenida. Se pueden formular capsulas y cartuchos de por
ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador conteniendo una mezcla en polvo de un compuesto
terapéutico y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén. Se puede formular una composicién como un
supositorio, con aglutinantes y transportadores convencionales tales como triglicéridos. La formulacion oral puede
incluir transportadores normalizados tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sOdica, celulosa, carbonato de magnesio, y otros de los mencionados agentes. Las
preparaciones para la administracion oral también pueden formularse de manera adecuada con inhibidores de la
proteasa, tales como un inhibidor de Bowman-Birk, un inhibidor de Bowman-Birk conjugado, aprotinina y camostat.
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Los ejemplos de transportadores farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences"
de E. W. Martin. Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto,
generalmente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de transportador con el fin de proporcionar la
forma para la administracion adecuada a un sujeto o paciente.

La formulacién debe continuar el modo de administracién. Por ejemplo, las composiciones que contienen el FX
modificado, incluyendo un zimégeno de FX modificado y polipéptidos de FXa modificados, se pueden formular para
la administracién parenteral mediante inyeccién (por ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusion continua). Las
composiciones inyectables pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
oleosos 0 acuosos. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspensién inyectable estéril
en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una disolucién en 1,4-
butanodiol. Los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como un disolvente o medio de suspension.
Para este fin, se puede emplear cualquier aceite fijo blando, que incluyen, aunque no de forma limitativa,
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos, acidos grasos (incluyendo acido oleico), aceites vegetales de origen natural
incluyendo aceite de sésamo, aceite de coco, aceite de cacahuete, aceite de semillas de algodon, y otros aceites, o
vehiculos grasos sintéticos similares a oleato de etilo. Tampones, conservantes, antioxidantes, y los ingredientes
adecuados, se pueden incorporar segun se requiera, o, como alternativa, pueden comprender la formulacion.

Los polipéptidos se pueden formular como el Unico principio farmacéuticamente activo en la composiciéon o se
pueden combinar con otros principios activos. Los polipéptidos se pueden dirigir para la administracién, tal como
mediante conjugacién con un agente director, tal como un anticuerpo. Las suspensiones liposdmicas, incluyendo
liposomas dirigidos a tejidos, pueden ser también adecuadas como transportadores farmacéuticamente aceptables.
Estos se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se
pueden preparar formulaciones liposémicas como se describe en la patente de EE.UU. n.° 4522.811. La
administracion liposémica puede incluir también formulaciones de liberacion lenta, incluyendo matrices
farmacéuticas tales como geles de colageno y liposomas modificados con fibronectina (véase, por ejemplo, Weiner
et al. (1985) J Pharm Sci. 74(9): 922-5). Las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden
contener ademas uno o mas adyuvantes que facilitan la administracion, tal como, aunque no de forma limitativa,
transportadores inertes, o sistemas de dispersion coloidales. Los ejemplos representativos y no limitantes de dichos
transportadores inertes pueden seleccionarse entre agua, alcohol isopropilico, fluorocarbonos gaseosos, alcohol
etilico, polivinilpirrolidona, propilenglicol, un material productor de gel, alcohol estearilico, acido estearico,
espermaceti, monooleato de sorbitan, metilcelulosa, asi como las combinaciones adecuadas de dos o mas de los
mismos. El compuesto activo se incluye en el transportador farmacéuticamente aceptable en una cantidad suficiente
para ejercer un efecto terapéuticamente (til en ausencia de efectos secundarios indeseables sobre el sujeto tratado.
La concentracion terapéuticamente eficaz se puede determinar empiricamente ensayando los compuestos en
sistemas in vitro e in vivo conocidos, tales como los ensayos proporcionados en el presente documento.

a. Dosificaciones

Las composiciones farmacéuticas que contienen un polipéptido de FX modificado, incluyendo un zimégeno de FX
modificado y polipéptidos de FXa modificados, proporcionados en el presente documento pueden formularse para
una administracion monodosis (directa), administracion multidosis o para dilucion u otra modificacién. Las
concentraciones de los compuestos en las formulaciones son eficaces para la administracion de una cantidad, tras la
administracion, que es eficaz para el tratamiento previsto. Tipicamente, las composiciones se formulan para una
administracion monodosis. para formular una composicion, se disuelve la fraccién en peso de un compuesto o
mezcla del mismo, suspendido, disperso, o mezclado de otra forma en un vehiculo seleccionado en una
concentracion eficaz de tal manera que la dolencia tratada se alivia 0 mejora.

La cantidad precisa o dosis del agente terapéutico administrado depende del polipéptido de FX concreto (por
ejemplo, zimégeno de FX o FXa y/o de la modificacién particular), la ruta de administracién, y otras consideraciones,
tal como la gravedad de la enfermedad y el peso y el estado general del sujeto. La administracién local del agente
terapéutico requerira normalmente una dosificacion mas pequefa que cualquier modo de administracion sistémica,
aunque la concentracion local del agente terapéutico puede, en algunos casos, ser mayor tras la administracion local
que se puede conseguir con seguridad tras la administracién sistémica.

Si es necesario, se puede determinar empiricamente o extrapolarse una dosificacion y duracién concreta y un
protocolo de tratamiento. Por ejemplo, se pueden usar dosis ilustrativas de polipéptidos de FX recombinantes y
nativos como un punto de partida para determinar las dosificaciones adecuadas. En general, los polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento pueden ser eficaces en cantidades y/o frecuencias de
dosificacion reducidas en comparacién con un polipéptido de FX natural recombinante. La duracion del tratamiento y
el intervalo entre inyecciones variara con la gravedad de la hemorragia y la respuesta del paciente al tratamiento, y
se puede ajustar de acuerdo con ello. Pueden tenerse en cuenta factores tales como el nivel de actividad y la
semivida del FX modificado en comparacion con el FX sin modificar cuando se realizan determinaciones de la dosis.
Se pueden determinar empiricamente las dosificaciones y regimenes concretos. Por ejemplo, un polipéptido de FX
modificado que presenta una semivida mas larga que el polipéptido de FX sin modificar puede administrarse a dosis
mas bajas y/o con menos frecuencia que el polipéptido de FX sin modificar. De manera similar, las dosificaciones
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requeridas para el efecto terapéutico utilizando un polipéptido de FX modificado que presenta una actividad
coagulante aumentada en comparacion con un polipéptido de FX sin modificar pueden reducirse en frecuencia y en
cantidad. Las dosificaciones y regimenes concretos pueden determinarse empiricamente por un experto en la
materia.

La cantidad de dosis del polipéptido de FX modificado, incluido el zimégeno de FX o FXa, puede ser una cantidad
que eleve los niveles en sangre del polipéptido a entre aproximadamente 10 % a aproximadamente 400 %, 50 % a
100 % o 100 % a 250 % de la cantidad normal de la forma del polipéptido de FX. Estd comprendido en el nivel de
conocimientos de un experto en la materia controlar el nivel en plasma o en la sangre del polipéptido de FX
administrado para controlar o ajustar el nivel de dosis.

La composicion puede formularse con un polipéptido de FX en una cantidad que es de o esta entre
aproximadamente 50 Unidades/ml a 1000 Unidades/ml, tal como 50 Unidades/ml a 500 Unidades/ml, 100
Unidades/ml a 600 Unidades/ml o 400 Unidades/ml a 1000 Unidades/ml. El volumen de las composiciones puede
serde 0,5 mla 100 ml, tal comode 0,5mla5ml, 1 mlal0ml,5 mla50 mlo30 mla60 ml

Por ejemplo, los polipéptidos de FX proporcionados en el presente documento pueden formularse para la
administracion a un paciente en una dosificacién de 0,01 a 1.000 mg, tal como de 0,05 a 500 mg, por ejemplo 1 mg a
500 mg. una cantidad eficaz del farmaco se suministra ordinariamente a un nivel de dosificacién de 0,0002 mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, tal como de aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso
corporal por dia, por ejemplo, 0,01 mg/kg a 1 mg/kg, 0,05 mg/kg a 0,5 mg/kg, 0,01 mg/kg a 0,250 mg/kg, 0,01 mg/kg
a 0,075 mg/kg o al menos o aproximadamente al menos 0,04 mg/kg. En general, la dosificacion es al menos una vez
al dia, al menos hasta que se observa una mejora suficiente. La dosificacién puede efectuarse mediante infusion en
bolo durante el curso de varios minutos (por ejemplo, 1 a 10 minutos o 2 a 5 minutos). Como alternativa, el paciente
puede recibir una infusién en bolo cada una a tres horas, o si se observa una mejora suficiente, se puede efectuar
una infusion una vez al dia del polipéptido. Por lo tanto, en algunos ejemplos, la dosis puede repetirse cada hora,
diariamente, semanal o mensualmente. Por ejemplo, para el tratamiento de pacientes que experimentan un episodio
hemorragico, tales como pacientes que tienen una deficiencia en el factor de coagulacién u otros traumas asociados,
la dosis puede repetirse cada 1-24 horas, tal como cada 2-12 horas o 4-6 horas, hasta que se consigue la
hemostasia.

b. Formas farmacéuticas

Los compuestos farmacéuticos terapéuticamente activos y sus derivados se formulan y administran normalmente en
formas monodosis o formas multidosis. Se pueden proporcionar formulaciones para la administracion a seres
humanos y animales en formas farmacéuticas que incluyen, aunque no de forma limitativa, comprimidos, capsulas,
pildoras, polvos, granulos, soluciones parenterales estériles, soluciones 0 suspensiones orales, y emulsiones de
agua en aceite que contienen cantidades adecuadas de los compuestos o de sus derivados farmacéuticamente
aceptables. Cada dosis unitaria contiene una cantidad predeterminada de compuesto terapéuticamente activo
suficiente para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacion con el transportador, vehiculo o diluyente
farmacéutico requerido. Los ejemplos de formas monodosis incluyen ampollas y jeringuillas y comprimidos o
capsulas envasados individualmente. En algunos ejemplos, la dosis unitaria se proporciona como un polvo liofilizado
gue esta reconstituido antes de la administracién. Por ejemplo, se puede proporcionar un polipéptido de FX como un
polvo liofilizado que se reconstituye con una solucién adecuada para generar una solucibn monodosis para
inyeccidon. En algunas realizaciones, el polvo liofiizado puede contener el polipéptido de FX y componentes
adicionales, tales como sales, de tal manera que la reconstitucion con agua destilada estéril da como resultado un
polipéptido de FX en una solucién tamponada o salina. Se pueden administrar formas monodosis en fracciones o
sus miltiplos. Una forma multidosis es una pluralidad de formas monodosis idénticas envasadas en un Unico
recipiente que se van a administrar en forma monodosis segregada. Los ejemplos de formas multidosis incluyen
viales, frascos de comprimidos o cépsulas o frascos de pintas o galones. Por lo tanto, la forma multidosis es una
multiplicidad de dosis unitarias que no se segregan en envase.

2. Administracion de polipéptidos FX modificados

Los polipéptidos de FX modificados, incluido el zimégeno del FX o polipéptidos de FXa, proporcionados en el
presente documento (es decir, compuestos activos) se pueden administrar in vitro, ex vivo, o0 in vivo poniendo en
contacto una mezcla, tal como un fluido corporal u otra muestra de tejido, con un polipéptido de FX maodificado. Por
ejemplo, cuando se administra un compuesto ex vivo, una muestra de fluido o de tejido corporal de un sujeto puede
ponerse en contacto con los polipéptidos de FX que estan revestidos sobre un tubo o filtro, tales como por ejemplo,
un tubo o filtro en una maquina de derivacion. Cuando se administra in vivo, los compuestos activos se pueden
administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por via oral, nasal, pulmonar, parenteral, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, intraarticular, intracisternal, intraocular, intraventricular, intratecal, intramuscular,
intraperitoneal, intratraqueal o tdpica, asi como cualquier combinacion de dos cualesquiera o mas de las mismas, en
forma liquida, semiliquida o sélida, y se formulan en una forma adecuada para cada via de administracion. Los
polipéptidos de FX modificados se pueden administrar una vez o mas de una vez, tal como dos veces, tres veces,
cuatro veces, o cualquier nimero de veces que sean necesarias para conseguir un efecto terapéutico. Se pueden
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realizar administraciones multiples por cualquier via 0 combinacion de vias, y se puede administrar de forma horaria
(por ejemplo, cada 2 horas, cada tres horas, cada cuatro horas 0 mas), diariamente, semanal 0 mensualmente.

La via de administracion mas adecuada variara dependiendo de la patologia a tratar, por ejemplo, la ubicacion de un
trastorno hemorragico. En general, los polipéptidos de FX se administraran mediante inyeccion de bolo intravenoso.
El tiempo de administraciéon (infusién) puede ser durante varios minutos, tal como de aproximadamente 1 a 10
minutos o de 2 a 5 minutos. En otros ejemplos, se pueden mantener niveles en sangre deseables de FX mediante
una infusién continua del principio activo segun se dilucida por los niveles plasmaticos. Se debera indicar que el
médico responsable sabria como y cuando finalizar, interrumpir o ajustar la terapia a una dosificacion menor por
motivos de toxicidad, o disfuncién en la médula dsea, higado o rifién. Por el contrario, el médico tratante también
sabra como y cuando ajustar el tratamiento a niveles mayores si la respuesta clinica no fuese adecuada (excluyendo
efectos secundarios toxicos).

En otros ejemplos, la situacion del trastorno hemorragico podria indicar que la formulacién de FX se administre por
una via alternativa. Por ejemplo, administracién local, incluida la administracion al cerebro (por ejemplo, por via
intraventricular) podria llevarse a cabo cuando el paciente esté experimentando hemorragias en esta region. De
manera similar, para el tratamiento de hemorragia en las articulaciones, la administracién mediante inyecciéon de
agente terapéutico en la articulacion (es decir, medios intraarticulares, intravenosos o0 subcutaneos) es algo a utilizar.
En otros ejemplos, la administracion topica del agente terapéutico a la piel, por ejemplo, formulado como una crema,
gel, o pomada, o la administracién a los pulmones por inhalacién o por via intratraqueal, podria ser apropiado
cuando la hemorragia se localiza en estas zonas.

En los ejemplos donde los polipéptidos de FX maodificados se van a formular como una preparacion de depésito, las
formulaciones de larga duracion pueden administrarse mediante implante (por ejemplo, subcutaneo o intramuscular)
o mediante inyeccién intramuscular. Por lo tanto, por ejemplo, los compuestos terapéuticos pueden formularse con
materiales poliméricos o hidré6fobos adecuados (por ejemplo, como una emulsidon en un aceite aceptable) o resinas
de intercambio i6nico, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco soluble.

Las composiciones, si se desea, se pueden presentar en un envase, en un kit o dispositivo dispensador, que pueden
contener una o mas formas farmacéuticas unitarias que contienen el principio activo. El envase, por ejemplo,
contiene una hoja metdlica o de plastico, tal como un envase de tipo blister. El envase o dispositivo dispensador
puede estar acompafiado por instrucciones para la administracion. Las composiciones que contienen los principios
activos se pueden envasar como articulos de fabricacion que contienen material de envasado, un agente
proporcionado en el presente documento, y una etiqueta que indica el trastorno para el que se proporciona el
agente.

3. Administracion de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de FX modificados (terapia génica)

En el presente documento también se proporcionan moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos de
FX modificados y los vectores de expresion que los codifican de forma que sean adecuados para terapia génica. En
lugar de administrar la proteina, el acido nucleico se puede administrar in vivo, tal como de forma sistémica, o por
otra via, o ex vivo, tal como mediante la eliminacién de las células, incluidos los linfocitos, introduccién de los acidos
nucleicos en los mismos, y reintroduccién en el hospedador o en un receptor compatible.

Los polipéptidos de FX modificados se puede administrar a las células y los tejidos mediante la expresién de
moléculas de éacidos nucleicos. Los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar como moléculas de
acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de FX modificados, incluidas técnicas ex vivo y expresion directa in
vivo. Los acidos nucleicos se pueden administrar a las células y a los tejidos por cualquier método conocido del
experto en la materia. Las secuencias de &acidos nucleicos aislados se pueden incorporar a vectores para
manipulacion adicional. Tal como se utiliza en el presente documento, el vector (o plasmido) se refiere a elementos
discretos que se utilizan para introducir ADN heterélogo en células para cualquier expresion o replicacion de los
mismos. La seleccién y el uso de dichos vehiculos esta entre las habilidades de los expertos en la materia.

Los métodos para administrar los polipéptidos de FX modificados mediante la expresién de moléculas de acidos
nucleicos codificantes incluyen la administracion de vectores recombinantes. El vector se puede disefiar para que
permanezca episdmico, tal como mediante la inclusion de un origen de replicacion, o bien se puede disefiar para
integrarse en el cromosoma de una célula. Los polipéptidos de FX modificados también se pueden usar ex vivo para
la terapia de expresion génica usando vectores no viricos. Por ejemplo, las células se pueden disefiar mediante
ingenieria genética para expresar un polipéptido de FX modificado, de tal forma que al integrar un polipéptido de FX
modificado que codifica un acido nucleico en una ubicacién gendmica, tanto operablemente unido a secuencias
reguladoras, o de tal forma que se coloque operablemente unido a secuencias reguladoras en una ubicacion
gendmica. A continuacion, dichas células se pueden administrar de forma local o sistémica a un sujeto, tal como un
paciente necesitado de tratamiento.

Los vectores viricos incluyen, por ejemplo adenovirus, virus adenoasociados (VAA), virus de la viruela, virus del
herpes, retrovirus y otros disefiados para terapia génica, son de utilidad. Los vectores pueden permanecer
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episémicos o se pueden integrar en los cromosomas del sujeto tratado. Un polipéptido de FX modificado se puede
expresar mediante un virus, que se administra a un sujeto que necesita tratamiento. Los vectores viricos adecuados
para la terapia génica incluyen adenovirus, virus adenoasociados (VAA), retrovirus, lentivirus, virus vaccinia, y otros
sefialados anteriormente. Por ejemplo, la técnica de expresion en adenovirus es bien conocida en la materia, y los
métodos de produccién y administracion de adenovirus también son bien conocidos. Los serotipos de adenovirus
estan disponibles, por ejemplo, se la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Los adenovirus se
pueden usar ex vivo, por ejemplo, las células se aislan de un paciente que necesita tratamiento, y se transducen con
un vector de adenovirus que expresan el polipéptido de FX modificado. Después de un tiempo de cultivo adecuado,
las células transducidas se administran a un sujeto, de forma local y/o sistémica. Como alternativa, las particulas de
adenovirus que expresan el polipéptido de FX modificado se aislan y se formulan en un transportador
farmacéuticamente aceptable para la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz para prevenir, tratar o
mejorar los sintomas de una enfermedad o dolencia en un sujeto. Tipicamente, las particulas de adenovirus se
administran a una dosis comprendida de 1 particula a 10™ particulas por kilogramo de peso del sujeto, generalmente
entre 10° 0 10° particulas a 10" particulas por kilogramo de peso del sujeto.

En algunas situaciones es deseable proporcionar la fuente de acido nucleico con un agente que se dirija a las
células, tal como un anticuerpo especifico de una proteina de membrana en la superficie celular o una célula diana,
o un ligando de un receptor en una célula diana. FX también se puede dirigir para su administracion a tipos celulares
especificos. Por ejemplo, los vectores adenovirico s que codifican polipéptidos de FX se pueden usar para la
expresion estable en células indivisas, tales como células hepaticas (Margaritis et al. (2004) J Clin Invest 113:1025-
1031). En otro ejemplo, los vectores viricos 0 no viricos que codifican polipéptidos de FX se pueden transducir en
células aisladas para la posterior administracion. Los tipos de células adicionales para la expresion y administracion
de FX pueden incluir, aunque no de forma limitativa, fibroblastos y células endoteliales.

Las moléculas de acidos nucleicos se pueden introducir en cromosomas artificiales y en otros vectores no viricos.
Los cromosomas artificiales, tales como ACES (véase, Lindenbaum et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32(21):e172) se
pueden disefiar mediante ingenieria genética para codificar y expresar la isoforma. En resumen, los cromosomas
artificiales de mamifero (MAC) proporcionan un medio de introducir grandes cargas de informaciéon genética en la
célula en una forma de replicacion auténoma no integradora. Unico entre los MAC, la expresion del cromosoma
artificial (ACE) basado en el ADN del satélite de mamifero se puede generar de forma reproducible de novo en
lineas de células de diferentes especies y purificarse facilmente a partir de los cromosomas de las células
hospedadoras. Las ACE de mamifero purificadas se pueden reintroducir a continuacién en una variedad de linea de
células receptoras donde se pueden mantener de forma estable durante periodos prolongados en ausencia de
presion selectiva usando un ACE System. Utilizando esta solucion, la carga especifica de una o dos dianas génicas
se consigue en células LMTK(-) y CHO.

Otro método para introducir acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de FX modificados es una técnica de
sustitucién génica en dos etapas en levadura, partiendo de un genoma completo de adenovirus (Ad2; Ketner et al.
(1994) PNAS 91: 6186-6190) clonado en un cromosoma artificiales de levaduras (YAC) y un plasmido que contenia
secuencias de adenovirus para dirigirse a una regién especifica del clon YAC, un casete de expresién para el gen de
interés y marcadores de seleccion positivos y negativos. Las YAC son de especial interés debido a que permiten la
incorporacién de genes mas grandes. Este enfoque se puede usar para la construccién de vectores basados en
adenovirus que tienen acidos nucleicos que codifican cualquiera de los polipéptidos de FX modificados descritos
para la transferencia de genes a células de mamifero o a animales completos.

Los acidos nucleicos se pueden encapsular en un vehiculo, tal como un liposoma, o introducirse en células, tal como
una célula bacteriana, especialmente una bacteria atenuada o introducida en un vector virico. Por ejemplo, cuando
se utilizan los liposomas, se pueden usar proteinas que se unen a una proteina en la superficie de la membrana
celular asociada con endocitosis para dirigir y/o facilitar la captacion, por ejemplo, proteinas de la capsida o sus
fragmentos tropicos para un tipo de célula concreta, anticuerpos para proteinas que experimentan internalizacién en
la ciclacion, y proteinas que dirigen la localizacion intracelular y potencian la semivida intracelular.

Para los métodos ex vivo e in vivo, las moléculas de acidos nucleicos que codifican el polipéptido de FX modificado
se introducen en las células que proceden de un donante adecuado o del sujeto que se va a tratar. Las células en
las que se puede introducir un acido nucleico para fines de tratamiento incluyen, por ejemplo, cualquier tipo de
células deseada disponible adecuada para la enfermedad o dolencia que se va a tratar, incluidas, aunque no de
forma limitativa, células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, células musculares, hepatocitos;
células sanguineas tales como linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos, neutréfilos, eosindfilos,
megacariocitos, granulocitos; varios tipos de citoblastos o células precursoras, en particular, citoblastos
hematopoyéticos o células precursoras de la sangre, por ejemplo, tales como los citoblastos obtenidos de la médula
Osea, sangre del cordon umbilical. sangre periférica, higado fetal, y otras fuentes de las mismas.

Para el tratamiento ex vivo, las células de un donante compatible con el sujeto que se va a tratar o del sujeto que se
va a tratar, se extraen, se introduce el acido nucleico en estas células aisladas y las células modificadas se
administran al sujeto. El tratamiento incluye la administracion directa, tal como, por ejemplo, encapsulados dentro de
membranas porosas, que se implantan en el paciente (véanse, por ejemplo, patentes de Estados Unidos con los
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nameros 4.892.538 y 5.283.187). Las técnicas adecuadas para la transferencia del acido nucleico a células de
mamiferos in vitro incluyen el uso de liposomas y lipidos catiénicos (por ejemplo, DOTMA, DOPE y DC-Chaol),
electroporacion, microinyeccion, fusion celular, DEAE-dextrano, y métodos de precipitacion con fosfato de calcio. Los
métodos para la administracién de ADN se pueden usar para expresar los polipéptidos de FX modificados in vivo.
Dichos métodos incluyen la administracion de liposomas con acidos nucleicos, y la administracion de ADN puro,
incluida la administracion local y sistémica tal como mediante electroporacion, ultrasonidos, y administracién con
fosfato de calcio. Otras técnicas incluyen la microinyeccion, fusién celular, transferencia génica mediada por
cromosomas, transferencia génica mediada por microcélulas, y fusién de esferoplastos.

La expresion in vivo de un polipéptido de FX modificado se puede vincular a la expresion de moléculas adicionales.
Por ejemplo, la expresion de un polipéptido de FX modificado se puede vincular a la expresion de un producto
citotéxico tal como un virus genomanipulado o expresado en un virus citotoxico. Dicho virus se puede dirigir a un tipo
celular concreto que es diana de un efecto terapéutico. El polipéptido de FX modificado expresado se puede usar
para potenciar la citotoxicidad del virus.

La expresién in vivo de un polipéptido de FX modificado puede incluir unir de manera operativa una molécula de
acido nucleico que codifica un polipéptido de FX modificado a secuencias reguladoras especificas tales como un
promotor especifico de célula o especifico de tejido. Los polipéptidos de FX modificados también se pueden
expresar desde vectores que infectan y/o se replican especificamente en tipos de células y/o de tejidos diana. Se
pueden usar promotores inducibles para regular selectivamente la expresion del polipéptido de FX modificado. Un
sistema de regulacion de la expresion ilustrativo es el sistema de expresion del gen inducible mediante doxiciclina,
que se ha utilizado para regular la expresion de FX recombinante (Srour et al. (2003) Thromb Haemost. 90(3): 398-
405).

Las moléculas de acidos nucleicos, como acidos nucleicos puros o en vectores, cromosomas artificiales, liposomas y
otros vehiculos, se pueden administrar al sujeto mediante administracién sistémica, tépica, local y por otras vias de
administracion. Para la via sistémica e d in vivo, la molécula de acido nucleico o el vehiculo que contiene la molécula
de &cido nucleico se pueden dirigir a una célula.

La administracion también puede ser directa, tal como mediante la administracion de un vector o células que se
dirigen de forma tipica a una célula o tejido. Por ejemplo, las células tumorales y en proliferaciéon pueden ser células
diana para la expresion in vivo de los polipéptidos de FX modificados. Las células usadas para la expresion in vivo
de un polipéptido de FX modificado también incluyen células autélogas para el paciente. Dichas células se pueden
retirar de un paciente, introducirse acidos nucleicos para la expresién de un polipéptido de FX modificado, y
posteriormente administrarse a un paciente tal como mediante inyeccion o injerto.

H. Usos terapéuticos

Los polipéptidos de FX/FXa modificados proporcionados en el presente documento se pueden usar en varios
métodos terapéuticos, asi como en métodos de diagndstico, en los que se utiliza el FX zimoégeno o FXa. Dichos
métodos incluyen, aunque no de forma limitativa, métodos de tratamiento de dolencias fisiolégicas y médicas
descritas y relacionadas a continuacion. Tipicamente, dichos tratamientos incluyen aquellos casos en los que se
desea un aumento en la coagulacion, tal como un aumento en las respuestas hemostaticas. Por ejemplo, los
polipéptidos modificados proporcionados en el presente documento se pueden usar en los tratamientos de los
trastornos hemorragicos, por ejemplo, como sucede en pacientes con hemofilia. los polipéptidos de FX/FXa son
especialmente adecuados para el tratamiento de pacientes con deficiencias en factores de coagulacion, incluidas,
aunque no de forma limitativa, hemofilia A (deficiencia en Factor VIII), hemofilia B (deficiencia en Factor 1X) o
hemofilia C (deficiencia en Factor XI), debido a su papel fundamental en la ruta de la coagulacion, resolviendo de
esta forma la necesidad de los factores deficitarios. Los polipéptidos modificados proporcionados en el presente
documento también se pueden usar junto con la cirugia u otros traumatismos.

En los métodos en el presente documento, tanto la forma zimégena de FX como la forma FXa o un fragmento
cataliticamente activo del mismo de cualquiera de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente
documento se pueden administrar a un sujeto. Los polipéptidos modificados proporcionados en el presente
documento estan disefiados para retener actividad terapéutica presentar propiedades mejoradas, especialmente un
aumento en la dependencia del cofactor, aumento en la actividad catalitica, aumento de la afinidad por el sustrato,
glicosilacion alterada, y/o aumento de la resistencia a AT-lIl. Dichas propiedades modificadas, por ejemplo, pueden
mejorar la eficacia terapéutica de los polipéptidos debido a la mayor actividad coagulante de los polipéptidos de
FX/FXa modificados que esta limitada a la presencia de cofactor. Las propiedades alteradas también pueden dar
como resultado un aumento de la semivida. Los polipéptidos de FX/FXa modificados proporcionados en el presente
documento pueden mostrar mejoras de las actividades in vivo , asi como efectos terapéuticos comparados con
FX/FXa natural, incluida menos dosis necesarias para conseguir el mismo efecto, y otras mejoras en la
administracion y el tratamiento tal como menos administraciones y/o menos frecuentes, disminucién de los efectos
secundarios y aumento de los efectos terapéuticos.

Por ejemplo, las limitaciones practicas han restringido el uso clinico de los polipéptidos de FXa, incluidos los
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polipéptidos de FXa no modificados, como estrategia de derivacion para el tratamiento de trastornos hemorragicos.
Por ejemplo, el FXa no modificado en circulacién se inactiva rapidamente por los inhibidores de proteasas
enddgenos en circulacion, reduciendo la semivida de FX biolégico de 20-40 h (Roberts et al., (1965) Thromb Diath
Haemorrh. 13:305-313) a menos de 1-2 min (Gitel et al., (1984) J Biol Chem. 259:6890-6895). Ademas, la activacion
patoldgica de la coagulacién es un problema con la administracion de polipéptidos de FXa solos o en composiciones
farmacéuticas (Gitel et al., (1984) J Biol Chem. 259:6890-6895; Lechler (1999) Thromb Res. 95(Supl. 1):S39-S50).
Esto se evidencia por el hecho de que se puede usar la administracion de polipéptidos de FXa para generar modelos
animales de la coagulacién intravascular diseminada (DIC) (Kruithof et al., (1997) Thrombosis and Haemostasis.
77(2):308-311; Giles et al., (1984) J Clin Invest. 74:2219-2225).

Los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se han modificado para abordar las
limitaciones del uso clinico de los polipéptidos de FXa. Par evitar la coagulacion excesiva tras la administracion del
polipéptido de FX, los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se modificaron para
mostrar mayor dependencia del cofactor que la forma FXa (véase el Ejemplo 4) para restringir la actividad del
polipéptido de FXa de tal forma que los polipéptidos de FXa presentan una actividad minima, o ninguna actividad,
salvo que esté presente el cofactor FVa activado. La limitacién de la actividad del polipéptido de FXa modificado,
dependiendo de la disponibilidad y de la asociacion de FVa, reduce o elimina el riesgo de trombosis asociado con los
tratamientos con el polipéptido de FXa sin modificar. Es importante destacar que, en presencia de FVa, sin embargo,
los polipéptidos de FXa modificados descritos en el presente documento demostraron una actividad catalitica normal
y, en algunos casos, superior a la normal. Los polipéptidos de FX modificados, incluyendo los polipéptidos de FXa
modificados, pueden presentar en el presente documento unas propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas,
tal como una semivida en suero mejorada, un aumento de la resistencia a los inhibidores, aumento de la actividad
catalitica, y/o aumento de la actividad coagulante en comparacion con los polipéptidos de FXa, mientras que la
mayor dependencia del cofactor de los polipéptidos de FXa modificados descritos en el presente documento reducen
o eliminan la coagulacién no deseada.

En algunos ejemplos, los métodos de tratamiento de un polipéptido de FX, incluida una forma zimégena de FX o una
forma de FXa, necesita una duracion de la accion mas prolongada para conseguir un efecto terapéutico sostenido.
Esto es especialmente cierto en el tratamiento de pacientes con hemofilia y otros trastornos hemorragicos
congénitos o cronicos. Como se describe en otra parte del presente documento, la semivida de FXa es menos de 40
horas, debido en parte a la inhibicién por inhibidores tal como AT-lIl. Los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento que presentan resistencia a AT-lll y/o que estan hiperglicosilados
mediante la introduccion de sitios de glicosilacion no naturales pueden mostrar una mayor semivida. Por lo tanto,
dichos polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se pueden usar para suministrar terapias
mas duraderas para los trastornos de la coagulacion.

En particular, los polipéptidos de FX/FXa modificados estan previstos para su uso en métodos terapéuticos en los
que FX/FXa puede utilizarse para el tratamiento. Tipicamente, los polipéptidos de FX modificados proporcionados en
el presente documento son procoagulantes y se pueden utilizar para tratar los trastornos hemorragicos, incluidos los
trastornos hemorragicos congénitos y los trastornos hemorragicos adquiridos. Enfermedades y trastornos
ilustrativos, tal como, aunque no de forma limitativa, trastornos de la coagulacién de la sangre, trastornos
hematoldgicos, trastornos hemorragicos, hemofilias, deficiencias en factores de coagulacion, y trastornos de la
sangre adquiridos incluidas las hemorragias asociadas con traumatismos y cirugia. En algunos ejemplos, las
hemorragias a tratar mediante los polipéptidos de FX/FXa se producen en érganos tales como el cerebro, region del
oido interno, ojos, higado, pulmén, tejido tumoral, tracto gastrointestinal. En otras realizaciones, la hemorragia es
difusa, tal como en la gastritis hemorragica y el sangrado uterino profuso, tal como en las mujeres después del
alumbramiento.

Los pacientes con trastornos hemorragicos, tales como por ejemplo, hemofilia A y B, frecuentemente estan en riesgo
de complicaciones durante la cirugia o traumatismos. Dicha hemorragia se puede manifestar como hemartrosis
agudas (hemorragia en las articulaciones), artropatia hemofilica crénica, hematomas, (por ejemplo, muscular,
retroperitoneal, sublingual y retrofaringea), hematuria (hemorragia procedente del tracto renal), hemorragias del
sistema nervioso central, hemorragia gastrointestinal (por ejemplo, sangrado UGI) y hemorragia cerebral, que
también se pueden tratar con los polipéptidos de FX/FXa modificados. Adicionalmente, cualquier hemorragia
asociada con un traumatismo, tal como una cirugia (por ejemplo, hepactomia) o extraccion dental se puede tratar
con los polipéptidos de FX/FXa modificados.

El tratamiento de enfermedades y dolencias con los polipéptidos de FX/FXa modificados se puede llevar a cabo por
cualquier via de administracién adecuada usando formulaciones adecuadas como se describe en el presente
documento que incluyen, aunque no de forma limitativa, inyeccién, administracién pulmonar, oral y transdérmica. El
tratamiento se realiza de forma tipica mediante inyeccién intravenosa en bolo.

Si es necesario, se puede determinar empiricamente o extrapolarse una dosificacion y duracién concreta y un
protocolo de tratamiento. Las dosificaciones para el zimégeno de FX natural o sin modificar o de los polipéptidos de
FXa se puede usar como guia para determinar la dosificacién del zimégeno de FX o de los polipéptidos de FXa
modificados. Las dosificaciones del zimégeno de FX o de los polipéptidos de FXa modificados también se pueden
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determinar o extrapolar a partir de los estudios con animales relevantes. Pueden tenerse en cuenta factores tales
como el nivel de actividad y la semivida del FX/FXa modificado en comparacion con el FX/FXa sin modificar al
realizar dichas determinaciones. Las dosificaciones y regimenes concretos pueden determinarse empiricamente
segun una variedad de factores. Dichos factores incluyen el peso corporal del individuo, el estado de salud general,
edad, la actividad del compuesto especifico empleado, sexo, dieta, momento de administracién, tasa de excrecion,
combinacion de farmacos, la gravedad y curso de la enfermedad, y la disposicion del paciente a la enfermedad y el
criterio del médico a cargo del tratamiento. El principio activo, el polipéptido, se combina de forma tipica con un
transportador farmacéuticamente aceptable. La cantidad de principio activo que se puede combinar con los
materiales transportadores para producir una forma farmacéutica Unica pueden variar dependiendo del hospedador
tratado y del modo de administracién concreto.

En algunos ejemplos, la forma inactiva zimégena de los polipéptidos de FX modificados se puede administrar para
controlar el sangrado patolégico. Por ejemplo, los polipéptidos de FX se pueden administra a una dosificacion de
aproximadamente 50 a 800 unidades/ml, donde la actividad especifica del zimégeno de FX es de aproximadamente
20 a 130 unidades/mg de proteina (documento US 4.501.731). en los casos en los que se administra la forma
zimdgena de los polipéptidos de FX modificados, los complejos de tenasa enddégenos escinden el zimégena de FX
administrado, obteniendo FX activado (FXa), que transmite actividad terapéutica.

En algunos ejemplos, los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se pueden administrar
para controlar el sangrado patolégico en una forma activada de FX (FXa). Por ejemplo, los polipéptidos de FX
purificados se pueden activar mediante el activador de FX de veneno de vibora de Russell (Haematologic
Technologies) u otros factores de coagulacion, in vitro antes de la administracién, tal como durante la purificacion
como se describe en el Ejemplo 2B. Los polipéptidos de FXa modificados proporcionados en el presente documento,
que se han modificado para presentar una actividad analoga al zimdégeno, se pueden administrar a dosis
comprendidas entre 10-1000 pg/kg, tal como entre aproximadamente 10-250 pg/kg y generalmente entre 10 y
75 ug/kg, tal como con 40 ug/kg (véase, por ejemplo,, la solicitud de Estados Unidos publicada n.° US20090175931).

En otros ejemplos, los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se pueden administrar
como parte de una composicion terapéutica, por ejemplo, una composiciéon que contiene o no contiene activadores
de FX directos. Por ejemplo, una composicion terapéutica puede contener otros factores de coagulacion que no
forman parte de un complejo de tenasa, tal como el Factor Il y/o la protrombina. En otro ejemplo, los polipéptidos de
FX modificados se pueden proporcionar en composiciones terapéuticas que opcionalmente contienen enzimas
activadoras de FX en formas activa o zimégena, tal como FVII o FVlla; FIX o FIXa. Los polipéptidos de FX se
pueden administrar junto con el Factor VII activado (FVlla), por ejemplo en una relacion de 10:1, a pacientes de
hemofilia con inhibidores (Shirahata et al., (2012) Haemophilia 18:94-101). En otro ejemplo, un concentrado
terapéutico que contiene 0, 58 Ul/ml de FX y 0,29 Ul/ml de FIX se puede usar para tratar una coagulopatia inducida
por una sobredosis de farmacos anticoagulantes (Olesen et al., (2009) J. Thrombosis and Haemostasis 7(S2):
Resumen n.° PP-MO-386). En otros ejemplos, un concentrado de complejo de protrombina modificada se puede
generar usando polipéptidos de FX modificados y los factores de coagulacion de la sangre Il, VII, y IX, asi como la
proteina C, y la proteina S.

El efecto de los polipéptidos de FX/FXa sobre el tiempo de coagulacion de la sangre puede supervisarse usando
cualquiera de los ensayos de coagulacién conocidos en la materia incluidos, aunque no de forma limitativa, el tiempo
de protrombina en sangre (PT), el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT), el tiempo de coagulacion
activado (ACT), el tiempo de coagulacion recalcificado activado, o el tiempo de coagulacion Lee-White.

Tras mejoria del estado del paciente, se puede administrar una dosis de mantenimiento del compuesto o
composiciones, si es necesario; y la dosis, la forma farmacéutica, o la frecuencia de administracion, o una
combinacion de los mismos, se puede modificar. En algunos casos, Un sujeto necesita un tratamiento intermitente
sobre una base a largo plazo al producirse cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad o segun
dosificaciones programadas. En otros casos, se pueden necesitar administraciones adicionales en respuesta a
episodios agudos tales como hemorragia, traumatismo, o procedimientos quirdrgicos.

Los polipéptidos de FX/FXa modificados tienen actividad terapéutica por si solos o junto con otros agentes. Esta
seccion proporciona usos ilustrativos y métodos de administracion. Estas terapias descritas son ilustrativas, y no
limitan las aplicaciones de los polipéptidos de FX/FXa modificados. Se indican a continuacién algunas dolencias
ilustrativas para las que FX/FXa se puede usar como agente de tratamiento, solo o junto con otros agentes.

1. Trastornos hemorragicos congénitos

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, se pueden usar para tratar trastornos hemorragicos congénitos. Por ejemplo, FX y los polipéptidos de
FXa se pueden usar para derivar cualquier factor de coagulacion en las rutas de coagulacion tanto intrinseca como
extrinseca, y tratar las coagulopatias debidas a las deficiencias en el mismo. Los trastornos hemorragicos resultado
de una deficiencia congénita en un factor de coagulacion, incluyen hemofilia A (deficiencia en factor VIII); hemofilia B
(deficiencia en Factor 1X); hemofilia C (deficiencia en Factor Xl); deficiencia en Factor VIII; deficiencia en Factor X;
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deficiencia en Factor XII; y los tipos |, 11, IV, V, y VI de deficiencias en factor de coagulacién mdultiple familiar (FMFD)
(véase, Roberts, HR y MD Bingham, "Other Coagulation Factor Deficiencies," Thrombosis and Hemorrhage, 2% ed.
Baltimore, MD: Williams & Wilkins, 1998: 773-802). Los polipéptidos de FX/FXa modificados también se pueden
utilizar para el tratamiento de enfermedades y trastornos hemorragicos congénitos adicionales, tal como, aunque no
de forma limitativa, la enfermedad de Von Willebrand, trastornos plaquetarios hereditarios (por ejemplo, enfermedad
por defecto del almacenamiento intraplaquetario tal como los sindromes de Chediak-Higashi y Hermansky-Pudlak,
disfuncion del tromboxano A2, tromblastemia de Glanzmann, y sindrome de Bernard-Soulier) y telangiectsasia
hemorragica hereditaria, también conocida como el sindrome de Rendu-Osler-Weber.

a. Hemofilia

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, se pueden usar para tratar trastornos hemorragicos congénitos, tal como la hemofilia. La hemofilia es un
trastorno hemorragico producido por una deficiencia en uno o mas factores de coagulacion de la sangre. Se
caracteriza por una disminucién en la capacidad de formar coagulos sanguineos en los puntos de dafio tisular. Las
hemofilias congénita ligada al cromosoma X incluyen la hemofilia A y la hemofilia B, que estan causadas por una o
varias mutaciones que dan como resultado deficiencias en FVIII y FIX, respectivamente. La hemofilia se da en 1 de
cada 10.000 varones, mientras que la hemofilia B se da en 1 de cada 50.000 varones. La hemofilia A y B se clasifica
adicionalmente como leve, moderada o grave. Un nivel plasmatico del 5 %- 25 % del factor VIl o IX normalmente
funcional se clasifica como leve, 1 %-5 % es moderada, y menos del 1 % es grave. La hemofilia C, frecuentemente
denominada como deficiencia en FXI, es una enfermedad recesiva autosémica relativamente leve y rara, que afecta
aproximadamente 1 de cada 100000 personas.

Los pacientes con hemofilia padecen hemorragias recurrentes en articulaciones y miusculos, que pueden ser
espontaneas o como respuesta a un traumatismo. La hemorragia puede producir dolor agudo grave, restricciones en
el movimiento, y conducir a complicaciones secundarias incluida la hipertrofia sinovial. Ademas, la hemorragia
recurrente de las articulaciones puede causar sinovitis crénica, que puede provocar dafios articulares, destruccion
del tejido sinovial, cartilago y el hueso. La hemorragia se trata generalmente con una transfusion de plasma fresco
congelado (FFP), La terapia de sustitucion de FXI, o, para tratamiento topico, dicho tratamiento de heridas externas
0 extracciones dentales, cola de fibrina. El tratamiento mas frecuente de la hemofilia A o B es la terapia de
sustitucién, en la que el paciente recibe FVIII o FIX. Las formulaciones estan disponibles comercialmente como
productos derivados de plasma o productos recombinantes, donde las proteinas recombinantes son actualmente el
tratamiento de elecciéon en pacientes no tratados anteriormente. Aunque estas terapias pueden tener muy buenos
resultados, surgen complicaciones si el paciente desarrolla inhibidores contra el factor VIII o el factor IX
recientemente administrado.

Los inhibidores son anticuerpos de IgG, principalmente de la subclase 1gG4, que reacciona con FVIIl o FIX e
interfiere con la funcién procoagulante. Los inhibidores afectan aproximadamente 1 de cada 5 pacientes con
hemofilia A grave. La mayoria de los sujetos desarrollan estos inhibidores poco después de la administracion de las
primeras infusiones de factor VIII, que frecuentemente es la infancia temprana, aunque los sujetos desarrollan
inhibidores en una etapa posterior de la vida. Los inhibidores también afectan a aproximadamente 1 de cada 15
personas con hemofilia A leve 0 moderada. Estos inhibidores normalmente se desarrollan durante la edad adulta y
no solo destruyen el FVIII exégeno administrado, también destruyen el FVIII endbégeno. Como resultado, los
hemofilicos leves y moderados se vuelven graves. Clinicamente, los pacientes de hemofilia A con inhibidores se
clasifican como pacientes con respuesta alta o baja segun la intensidad de la respuesta anamnésica que
experimentan cuando se vuelven a exponer al FVIIl. Los inhibidores afectan aproximadamente 1 de cada 100
pacientes con hemofilia B. En la mayoria de los casos, los inhibidores aparecen después de las primeras infusiones
con el factor IX terapéutico, y pueden ir acompafiados de reacciones alérgicas.

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados proporcionados en el presente documento y los acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento se pueden
usar universalmente en los tratamientos para los pacientes con hemdfilia, incluidos los pacientes de hemofilia con
inhibidores, y se pueden utilizar para el tratamiento de dolencias hemorragicas asociadas con la hemofilia. Los
polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento se pueden usar, por ejemplo, para
controlar o prevenir los episodios hemorragicos espontaneos, o controlar o prevenir la hemorragia en respuesta a un
traumatismo, o procedimientos quirdrgicos, potenciando la generacion de trombina a la vez que se deriva la
necesidad de FVllla y/o FIXa.

Los polipéptidos de FX modificados se pueden someter a ensayo para determinar la eficacia terapéutica, por
ejemplo, mediante el uso de modelos animales. Por ejemplo, ratones deficientes en FVIII o FIX, ratones hemofilicos
inducidos por anticuerpos, o cualquier otro modelo de enfermedad conocido para la hemofilia, se puede tratar con
los polipéptidos de FX modificados. La evolucién de los sintomas de la enfermedad y sus fenotipos se vigila para
evaluar los efectos de los polipéptidos de FX modificados. Los polipéptidos de FX modificados también se pueden
administrar a modelos animales, y también a sujetos, tal como en ensayos clinicos, para evaluar la eficacia in vivo en
comparacion con los controles de placebo y/o los controles usando los polipéptidos de FX sin modificar.
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b. Otras deficiencias en factores de coagulacion

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, también se pueden usar para tratar pacientes con coagulopatias resultado de las deficiencias en
factores de coagulacion diferentes a FVIII y FIX. Por ejemplo, los polipéptidos de FX se pueden usarse para tratar
pacientes con deficiencia en Factor VIII, deficiencia en Factor X, deficiencia en Factor XIII; y los tipos Il, IV, V, y VI de
deficiencias en factor de coagulacion mudltiple familiar (FMFD) (véase, Roberts, HR y MD Bingham, "Other
Coagulation Factor Deficiencies," Thrombosis and Hemorrhage, 22 ed. Baltimore, MD: Williams & Wilkins, 1998: 773-
802).

i. Deficiencia en Factor VIII

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, se puede usar en sujetos o pacientes con deficiencia en Factor VII. La deficiencia en Factor VIl es un
trastorno hemorragico recesivo autosomico que afecta aproximadamente a 1 de cada 500.000 personas. La
deficiencia en FVII puede ser clinicamente leve, moderada o grave, donde la deficiencia leve a moderada se
caracteriza por un aumento en la hemorragia después de cirugia y traumatismo. Los pacientes con deficiencia en
FVII grave (menos del 1 % de la actividad de FVII) experimentan sintomas similares a la hemofilia. Por ejemplo, los
sujetos con deficiencia en FVII son propensos a las hemorragias articulares, hemorragia nasal espontanea,
hemorragia gastrointestinal, hemorragia del tracto urinario. También se han notificado hemorragias intracerebrales y
hemorragias musculares, mientras que las mujeres pueden experimentar una menorragia grave (sangrado menstrual
intenso). El tratamiento se puede realizar mediante terapia de sustitucion con plasma, PCC, y FVlla recombinante
(Hedner et al., (1993) Transfusion Med Rev, 7:78-83; documento US 2009-0291890). Los polipéptidos de FX
modificados descritos en el presente documento actian después de FVII en la ruta de coagulacion, y por tanto se
pueden usar en el tratamiento de los episodios hemorragicos y en la prevencion de hemorragias durante las
intervenciones quirargicas o procedimientos invasivos en pacientes con deficiencia en FVII. Los polipéptidos de FX
modificados se pueden administrar en la forma zimégena o como polipéptidos de FX (FXa) activados.

ii. Deficiencia en Factor X

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, se puede usar en sujetos o pacientes con deficiencia en Factor X. La deficiencia en Factor X es un
trastorno hemorragico recesivo autosémico con una incidencia de aproximadamente 1 de cada 1.000.000 personas.
La deficiencia de Factor X presenta fenotipos hemorragicos variables que varian de clinicamente leves (6-10 Ul/dl) a
graves (<1 Ul/dl, o <1 % de la actividad de FX normal). Los individuos con una actividad del factor X de 10-15 % de
la hemorragia espontanea limitada a la experiencia normal, y la hemorragia se produce solo en asociacion con
cirugia o trauma (Peyvandi et al., (1998) Br J Haematol. 102:626-628; Uprichard, J y DJ Perry, (2002) Blood
Reviews. 16:97-110; Roberts, HR y MD Bingham, "Other Coagulation Factor Deficiencies,” Thrombosis and
Hemorrhage, 22 ed. Baltimore, MD: Williams & Wilkins, 1998: 773-802). Es habitual que los pacientes con deficiencia
en FX experimenten hemorragias nasales, y un 50 % de mujeres afectadas presentan menorragia. Hemartrosis, una
hemorragia postquirdrgica grave y una hemorragia del sistema nervioso central se han notificado también en
pacientes con casos graves.

Actualmente, el tratamiento de sustitucion para la deficiencia del Factor X esta limitado a la sangre (Girolami et al.
(1970) Thromb Diath Haemorrh 24(1):175-184), plasma congelado reciente (FFP) (Girolami et al., (1970) Br J
Haematol 19(2): 179-192), y tratamientos combinados, por ejemplo, los concentrados del complejo de la
protrombinasa (PCC) que contienen Factor (Lechler, E (1999) Thromb Res 95(Suppl 1):S39-S50). Tratamientos
combinados que contienen FX, y se describen ademas en la Seccion I. La administracion del polipéptido de FX esta
actualmente disponible. Los polipéptidos de FXa modificados descritos en el presente documento se pueden usar
para tratar los episodios hemorragicos y evitar hemorragias en intervenciones quirargicas o procedimientos invasivos
en pacientes deficientes en FX.

ii. Deficiencias familiares en el factor de coagul  acién mdltiple

El zimégeno de FX y los polipéptidos de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente
documento, también se pueden usar para tratar pacientes con coagulopatias resultantes de deficiencias heredadas
en factores de coagulacion multiples, denominadas también deficiencias familiares en factores de coagulacién
multiples (FMFD). Existen seis tipos de FMFD que se clasifican sobre la base de cuales factores estan afectados. La
FMFD de Tipo | es el resultado de deficiencias en los factores V y VIII; La FMFD de tipo Il es el resultado de
deficiencias en los factores VIII y IX; los pacientes con FMFD de tipo Il son deficientes en los factores de
coagulacién dependientes de la vitamina K (es decir, los factores Il, VII, IX, y X); La FMFD de tipo IV es el resultado
de deficiencias en los factores VII y VIII; las deficiencias en los factores VI, IX, y XI dan lugar a FMFD de tipo V; Y
las deficiencias en los factores IX y Xl se clasifican como FMFD de tipo VI. Las FMFD de tipos Il y IV contienen
deficiencias en los factores de coagulacién anteriores a FX en las rutas de coagulacién y por tanto podrian
beneficiarse del tratamiento con polipéptidos FX modificados descritos en el presente documento solos o en
combinacién con otros tratamientos. Los polipéptidos de FX descritos en el presente documento se pueden usar
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también para tratar otros tipos de FMFD, normalmente como parte de un tratamiento combinado. De los FMFD, solo
el tipo | y el tipo Il se han caracterizado extensamente.

Las manifestaciones clinicas de las FMFD de tipo Il varian desde la hemorragia asintomatica a la grave,
dependiendo del grado de deficiencia o disfuncion del factor. defectos en la gamma glutamil carboxilasa y en el
complejo de la vitamina K epoxido reductasa, dan lugar a defectos en la etapa de carboxilacién durante la sintesis de
Fll, FVII, FIX, y FX pueden producir una deficiencia combinada de estos cuatro factores (Brenner et al., (1998)
Blood. 92:4554-4559; Oldenburg et al., (2000) Thromb Haemost. 84:937-941). La FMFD de tipo Ill es heredada de
una manera recesiva autosdmica. Algunos individuos con FMFD de tipo Il son sensibles a dosis grandes de
vitamina K (Goldsmith et al., (1982) J Clin Invest. 69:1253-1260). Sin embargo, el tratamiento de los episodios
hemorragicos requiere terapia para sustituir los factores deficientes (Roberts, HR y MD Bingham, "Other Coagulation
Factor Deficiencies," Thrombosis and Hemorrhage, 22 ed. Baltimore, MD: Williams & Wilkins, 1998: 773-802). Por lo
tanto, los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se pueden usar como parte de un
régimen de tratamiento para algunos tipos de FMFD.

c. Otros

Se pueden tratar otros trastornos hemorragicos congénitos con los polipéptidos de FX, incluido el zimégeno del FX o
polipéptidos de FXa, proporcionados en el presente documento para promover la coagulacion. Los episodios
hemorragicos espontaneos y asociados a cirugia con la enfermedad de von Willebrand (VWWD) pueden tratarse
utilizando los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento. VWD es un trastorno
hemorragico producido por un defecto o deficiencia de la proteina de coagulacion de la sangre, el Factor de von
Willebrand (VWF), y se estima que se produce en el 1% al 2% de la poblacién. Los sujetos con VWD tienen
hematomas facilmente, tienen hemorragias nasales recurrentes, sangran tras la extraccion de un diente, una
tonsilectomia u otra cirugia, y las pacientes femeninas pueden tener un aumento en el sangrado menstrual. Los
polipéptidos de FX modificados se pueden usar la hemorragia espontanea y asociada a cirugia en pacientes con
VWD.

Otros trastornos hemorragicos relacionados con plaquetas, tales como por ejemplo, trombastenia de Glanzmann y
sindrome de Hermansky-Pudlak se asocian también con una actividad de coagulaciéon endégena reducida. La
hemorragia espontanea en exceso o asociada a cirugia en pacientes con trastornos hemorragicos relacionados con
plaguetas puede también controlarse mediante dosis terapéuticas de los polipéptidos de FX modificados. Por
ejemplo, un paciente con trombastenia de Glanzmann que se somete a cirugia puede tratarse antes, durante y/o
después de la cirugia con los polipéptidos de FX modificados para evitar una pérdida importante de sangre. Se
pueden administrar los polipéptidos de FX modificados como en la forma zimégena inactiva 0 como los polipéptidos
de FX activados (FXa).

2. Trastornos hemorragicos adquiridos

Se pueden adquirir también trastornos hemorragicos, mas bien que congénitos. El zimégeno de FX y los polipéptidos
de FXa modificados, tales como los que se describen en el presente documento, se pueden usar también para tratar
trastornos hemorragicos adquiridos. Los trastornos hemorragicos adquiridos incluyen coagulopatias como resultado
de procedimientos quirdrgicos o coagulopatias inducidas por farmacos, por ejemplo, trombocitopenia debida a
regimenes quimioterapéuticos. En un ejemplo, los polipéptidos de FX modificados se pueden usar como un antidoto
para una sobredosis de una sustancia terapéutica anticoagulante (documento US 2011/0015128). Los polipéptidos
de FX modificados se pueden usar también para tratar deficiencias adquiridas en el factor de coagulacion, tales
como deficiencia adquirida del factor X como resultado de enfermedad hepatica, deficiencia de vitamina K. Otros
trastornos hemorragicos adquiridos que se pueden beneficiar del tratamiento de FX modificado incluyen sindrome
urémico hemolitico, purpura alérgica (purpura de Henoch Schonlein) y coagulacién intravascular diseminada (DIC).

En un ejemplo, los polipéptidos de FX/FXa modificados se pueden usar para tratar episodios hemorragicos debidos
a trauma, o cirugia, o recuento o actividad disminuida de plaquetas, en un sujeto. Por ejemplo, se puede tratar la
coagulopatia hemodilucional, por ejemplo, como resultado de una transfusién de sangre, o coagulopatia traumatica
aguda tras trauma con polipéptidos de FX/FXa modificados. Los métodos ilustrativos para pacientes sometidos a
cirugia incluyen tratamientos para evitar hemorragias y tratamientos antes, durante, o después de cirugias tales
como, aunque no de forma limitativa, cirugia de corazén, angioplastia, cirugia pulmonar, cirugia abdominal, cirugia
espinal, cirugia cerebral, cirugia vascular, cirugia dental, o cirugia de trasplante de 6rganos, incluyendo trasplante de
médula 6sea, corazon, pulmdén, pancreas, o higado.

a. Trombocitopenia adquirida por quimioterapia

El tratamiento de quimioterapia, tal como para leucemia y otros canceres, puede dar como resultado
trombocitopenia. Esto es probablemente debido a una pérdida de produccion de plaquetas en la médula ésea de
pacientes que reciben quimioterapia, y se produce normalmente 6-10 dias después de la medicacion. El tratamiento
de la trombocitopenia adquirida es normalmente mediante plaquetas, glébulos rojos o transfusion de plasma, que
sirve para evitar cualquier hemorragia espontanea anémala que pueda dar como resultado la deficiencia de
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plaguetas. La hemorragia en pacientes con trombocitopenia inducida por quimioterapia, o cualquier otra
trombocitopenia adquirida o congénita, puede controlarse también mediante la administracién de cantidades
terapéuticas de los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento. Por ejemplo, se
puede administrar a un paciente trombocitopénico con hemorragia incontrolada, tal como en el tracto gastrointestinal,
una inyeccion en bolo intravenoso de una cantidad terapéutica de un polipéptido de FX para detener la hemorragia.
Se pueden administrar los polipéptidos de FX modificados como en la forma zimégena inactiva o como los
polipéptidos de FX activados (FXa).

b. Otras coagulopatias

Se pueden tratar otras coagulopatias adquiridas utilizando los polipéptidos de FX modificados presentados en el
presente documento. La coagulopatia puede ser el resultado de dolencias que incluyen, aunque no de forma
limitativa, insuficiencia hepatica fulminante (FHF; tal como la producida por farmacos hepatoxicos, toxinas,
enfermedades metabdlicas, enfermedades infecciosas e isquemia), otras enfermedades hepaticas, incluyendo
cirrosis y enfermedad asociada con enfermedad de Wilson, deficiencia de vitamina K (tal como la producida por un
tratamiento con antibiéticos o dieta), sindrome urémico hemolitico, trombocitopenia trombotica (TTC) y coagulopatia
intravascular diseminada (DIC). El tratamiento convencional es generalmente mediante transfusion con plasma,
glébulos rojos (RBC), o plaquetas, pero puede ser insatisfactorio.

En un ejemplo, se pueden administrar polipéptidos de FX modificados a un paciente con FHF que se somete a
procedimientos invasivos para evitar la hemorragia. El tratamiento convencional con plasma congelado reciente
(FFP) es a menudo insatisfactorio y puede requerir grandes cantidades de plasma, produciendo una sobrecarga de
volumen y anasarca (una infiltracion generalizada de fluidos de edema en el tejido conectivo subcutaneo). El
tratamiento con cantidades terapéuticas de polipéptidos de FX modificados mediante bolo intravenoso durante, antes
y/o después de cirugia invasiva, tales como por ejemplo, biopsia hepatica o trasplante de higado, puede evitar la
hemorragia y establecer la hemostasia en pacientes con FHF. El paciente puede controlarse mediante PT de la
sangre para determinar la eficacia del tratamiento.

En otro ejemplo, se puede administrar FX a un paciente con hemorragia grave asociada con coagulopatia, tales
como por ejemplo, hemorragia intraabdominal grave posterior a cesarea asociada con disfuncién hepatica y DIC,
que no responde a infusiones de transfusiones convencionales. Ademas, los polipéptidos de FX modificados se
pueden usar para tratar coagulopatias en pacientes neonatales y pediatricos. Los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento presentan una dependencia aumentada de FVa para una mayor actividad
de coagulacion en comparacion con los polipéptidos de FX sin modificar, y una semivida aumentada, por tanto se
pueden administrar, por ejemplo, a dosis mas bajas, con menos frecuencia, y menos reacciones adversas. Los
polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimdgeno, para activarse
mediante las enzimas enddgenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

¢. Hemorragia adquirida por trasplante

La hemorragia grave después de un trasplante de médula 6sea (BMT) y trasplante de citoblastos (SCT) es una
complicacion relativamente habitual asociada a estos procedimientos, y que supone una amenaza para la vida,
debido al reduccion de plaquetas. Por ejemplo, la hemorragia alveolar difusa (DAH) es una complicacién pulmonar
de BMT con una incidencia estimada del 1-21 % en la poblacion trasplantada, y con una tasa de mortalidad del 60-
100 %. El tratamiento convencional de dichos episodios hemorragicos incluye el tratamiento con corticoesteroides y
la transfusion de plasma, plaquetas y/o RBC, aunque en gran medida son infructuosos, con una tasa de mortalidad
general de aproximadamente el 50 % (Hicks et al. (2002) Bone Marrow Transpl. 30:975-978). La administracion de
FX mediante bolo intravenoso, con o sin tratamiento concomitante con corticoesteroides y/o infusiéon de plaquetas,
se puede llevar a cabo para tratar el DAH y establecer la hemostasia. Los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento presentan una dependencia aumentada de FVa para una mayor actividad
de coagulacion en comparacion con los polipéptidos de FX sin modificar, y una semivida aumentada, por tanto se
pueden administrar, por ejemplo, a dosis mas bajas, con menos frecuencia, y menos reacciones adversas. Los
polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimdgeno, para activarse
mediante las enzimas enddgenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

d. Hemorragia inducida por el tratamiento con antic oagulantes

Los pacientes sometidos a tratamiento con anticoagulantes para el tratamiento de dolencias, como la
tromboembolia, pueden presentar episodios hemorragicos tras la administracién aguda de anticoagulantes, tales
como warfarina, heparina, fondaparinux, y Rivaroxaban, o desarrollar trastornos hemorragicos como resultado del
uso a largo plazo de estos tratamientos. Los tratamientos para los episodios hemorragicos incluyen de forma tipica la
administracion de procoagulantes, tales como vitamina K, plasma, FIX exdgeno, y protaminas para neutralizar la
heparina. La administracion de FX exdgeno, solo o como parte de una formulacién farmacéutica, también se puede
llevar a cabo para neutralizar el efecto de los anticoagulantes, aumentar el PT, aPTT, y/u otros marcadores de la
coagulacién y establecer la hemostasia (Gruber et al., 2008 Blood. 112:Resumen 3825). Los polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento se pueden usar en tratamientos para controlar los episodios
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hemorragicos en pacientes con trastornos hemorragicos adquiridos debido a los tratamientos con anticoagulantes.
Los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimégeno, para activarse
mediante las enzimas enddgenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados. Para un tratamiento mas
rapido, los polipéptidos modificados generalmente se administran en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

e. Hemofilia adquirida

Los inhibidores del factor VIII pueden aparecer espontaneamente en individuos por otra parte sanos, dando como
resultado una dolencia conocida como "hemofilia adquirida”. La hemofilia adquirida es una enfermedad rara, con una
incidencia anual de 0,2-1,0 por millon de personas. Los autoanticuerpos son principalmente anticuerpos de 1gG4,
que, cuando se unen al FVIII, inhiben la actividad de FVIII interfiriendo en la escision de la trombina, la interaccion
con el factor de von Willebrand, y/o la unién a fosfolipidos. Esto da como resultado una hemorragia que supone un
riesgo para la vida en aproximadamente un 87 % de los pacientes afectados. Los sitios habituales de sangrado son
la piel, mucosa, misculos y retroperitoneo, a diferencia de los pacientes con hemofilia hereditaria, que sangran
predominantemente en articulaciones y musculos. La hemofilia adquirida se puede tratar con un concentrado de
complejo de protrombina activada o factor VII recombinante activado VIl (NovoSeven®, Novo Nordisk) para controlar
los episodios hemorragicos en pacientes. Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente
documento presentan una actividad de coagulacién mejorada y derivan la necesidad de terapia de sustitucion de
FVII. Los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimégeno, para
activarse mediante las enzimas endégenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados. Para aplicaciones
que necesitan una resolucion mas rapida, por ejemplo, durante la cirugia, los polipéptidos modificados se pueden
administrar en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

3. Traumatismo y hemorragia quirdrgica

Los polipéptidos de FX modificados se pueden usar como terapia para el tratamiento de las hemorragias asociadas
con la pérdida de sangre periquirdrgica y traumatica en sujetos con sistemas de coagulaciéon normales. Por ejemplo,
los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar a un paciente para fomentar la coagulacion y reducir la
pérdida de sangre asociada con la cirugia y, adicionalmente, reducir la necesidad de transfusion de sangre.

En algunos ejemplos, los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar a pacientes con coagulacion normal
que se someten a varios tipos de cirugia para realizar la rapida hemostasia y prevenir la pérdida de sangre. El
tratamiento con FX modificado puede fomentar la hemostasia en el lugar de la cirugia y reducir o evitar pérdidas de
sangre, reduciendo o eliminando de esta forma la necesidad de transfusién. Algunos de los polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento presentan propiedades mejoradas tal como un aumento en la
semivida, aumento en la resistencia a inhibidores de la proteasa en circulacién, y aumento en la actividad catalitica,
y por tanto, podrian administrarse, por ejemplo, a dosis mas bajas, con menos frecuencia, y menos reacciones
adversas. Los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimégeno, para
activarse mediante las enzimas endégenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

Los polipéptidos del Factor X modificados, tales como los que se describen en el presente documento, también se
pueden usar para fomentar la coagulacién y evitar pérdidas de sangre en sujetos con lesiones traumaticas. El
traumatismo se define como una lesién en un tejido vivo producida por un agente extrinseco, y es la cuarta causa
principal de muerte en Estados Unidos. El traumatismo se clasifica en trauma romo (que da como resultado una
compresion interna, dafio en los 6rganos y hemorragia interna) o traumatismo penetrante (a consecuencia de un
agente que penetra en el cuerpo y destruye el tejido, vasos sanguineos y 6rganos, dando como resultado una
hemorragia interna). El traumatismo se puede producir por diversos eventos, entre los que se incluyen, aunque no
de forma limitativa, accidentes de circulacién (que producen traumatismo romo y penetrante), heridas por arma de
fuego (que producen traumatismo penetrante), heridas punzantes (que producen traumatismo penetrante),
accidentes con maquinaria (que producen traumatismo romo y penetrante), y caidas desde alturas significativas (que
producen traumatismo romo y/ traumatismo penetrante). La hemorragia incontrolada como resultado de un
traumatismo es responsable de la mayoria de la mortalidad asociada.

La coagulopatia difusa es una complicacion relativamente habitual asociada a los pacientes con traumatismo, que se
producen en un 25-36 % de los sujetos. La coagulopatia puede desarrollarse en una fase temprana después de la
lesién, como resultado de una variedad de factores tales como la dilucion y el consumo de factores de coagulacién y
de plaquetas, fibrinolisis, acidosis, e hipotermia. La gestion convencional implica terapia de sustitucion mediante
transfusion con plasma fresco congelado (PFC), plaguetas, RBC y/o crioprecipitado, correcciéon de la acidosis, y
tratamiento de la hipotermia. Frecuentemente, estas etapas son insuficientes para detener la hemorragia y evitar la
muerte. El tratamiento mediante la administracion de cantidades terapéuticas de FX, tanto en solitario como junto
con otras terapias puede fomentar la coagulacién y reducir las pérdidas de sangre en pacientes con traumatismo.
Por ejemplo, los tratamientos que contienen el polipéptido de FX mejoran la coagulacién, y la resistencia final del
coagulo en modelos de coagulopatia dilucional en porcino (Dickneite et al., (2010) J Trauma 68(5):1151-1157;
Mitterlechner et al., (2011) J Thrombosis and Haemostasis. 9(4):729-737). Los polipéptidos de FX modificados
proporcionados en el presente documento presentan una dependencia aumentada de FVa para una mayor actividad
de coagulacién en comparacion con los polipéptidos de FX sin modificar, y una semivida aumentada, por tanto se

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 083 T3

pueden administrar, por ejemplo, a dosis mas bajas, con menos frecuencia, y menos reacciones adversas. Los
polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la forma inactivada de zimdgeno, para activarse
mediante las enzimas enddgenas, o en forma de polipéptidos de FX (FXa) activados.

|. Tratamientos combinados

Cualquier de los polipéptidos de FX modificados descritos en el presente documento se puede administrar junto con,
antes de, de forma intermitente con, o después de, otros agentes o procedimientos terapéuticos, entre los que se
incluyen, aunque no de forma limitativa, otras sustancias bioldgicas, compuestos de molécula pequefa, y cirugia.
Para cualquier enfermedad o dolencia, incluidas todas las ilustradas anteriormente, para las que FX (incluida FXa y
rFXa) estan indicadas o se han utilizado y para las que estan disponibles otros agentes y tratamientos, FX, en la
forma zimégena o activada, se puede usar en combinaciones conjuntas. Por lo tanto, los polipéptidos de FX
modificados proporcionados en el presente documento, en la forma zimégena o activada, se pueden usar de forma
analoga. Dependiendo de la enfermedad o dolencia a tratar, las combinaciones ilustrativas incluyen, aunque no de
forma limitativa, combinaciones con otros factores de coagulacion purificados de plasma o recombinantes,
procoagulantes, tales como vitamina K, derivados de la vitamina K e inhibidores de la proteina C, plasma, plaquetas,
glébulos rojos de la sangre y corticoesteroides.

En algunos ejemplos, la sangre y el plasma fresco congelado (FFP) son fuentes de terapia de sustitucion con factor
X para la elevacion minima de los niveles de factor X (Girolami et al. (1970) Thromb Diath Haemorrh 24( 1): 175-184;
Girolami et al., (1970) Br J Haematol 19(2): 179-192). Sin embargo, El tratamiento de la deficiencia en Factor X se
lleva a cabo de forma tipica con concentrados de complejo de protrombinasa (PCC) que contienen Factor X ademas
de FlI, FVII, y FIX (Lechler, E (1999) Thromb Res 95(Supl 1):S39-S50). Dichos concentrados estan comercialmente
disponibles, por ejemplo Konyne 80 (Cutter, USA); Profilnine HT (Alpha, USA); Proplex T (Baxter Hyland, USA; o
Bebulin VH (Immuno, USA). También estan disponibles PCC activados que contienen FX activado (FXa), por
ejemplo, Autoplex (Baxter, Hyland, USA) y FEIBA (Immuno, USA). Tipicamente, la hemostasia se consigue con
niveles de FX después de la cirugia de 10-20 Ul/dI (Knight et al., (1985) Transfusion, 25(1):78-80; Bolton-Maggs,
PHB. The rare coagulation disorders. Treatment of hemophilia. Manchester, World Federation of Hemophilia; 2006).
Los concentrados de FIX y FX también se han usado para tratar la deficiencia en Factor X. Sin embargo, los
episodios tromboembdlicos suponen un problema cuando se usan los PCC, los PCC activados, y otros concentrados
que contienen polipéptidos de FX sin modificar (Lechler (1999) Thromb Res. 95(Supl. 1):S39-S50). Los episodios
tromboembdlicos por concentrados que contienen FX se pueden reducir o eliminar mediante el uso de los
polipéptidos de FX modificados, tales como las que se describen en el presente documento.

Los polipéptidos de FX modificados proporcionados en el presente documento presentan una dependencia
aumentada de FVa para una mayor actividad de coagulacién en comparacion con los polipéptidos de FX sin
modificar, y una semivida aumentada, por tanto se pueden administrar, por ejemplo, a dosis mas bajas, con menos
frecuencia, y menos reacciones adversas. Los polipéptidos de FX modificados se pueden administrar tanto en la
forma inactivada de zimdgeno, para activarse mediante las enzimas endégenas, o en forma de polipéptidos de FX
(FXa) activados.

J. Articulos de fabricacion vy kits

Los compuestos farmacéuticos de los polipéptidos de FX modificados o de los acidos nucleicos que codifican los
polipéptidos de FX modificados, o un derivado o una porcion biolégicamente activa de los mismos se pueden
envasar como articulos de fabricaciéon que contienen material de envasado, una composicién farmacéutica que es
eficaz para tratar una enfermedad o trastorno hemostaticos, y una etiqueta que indica que dicho polipéptido de FX
modificado o molécula de &cido nucleico es para usarse en el tratamiento de una enfermedad o trastorno
hemostasico.

Los articulos de fabricacién descritos en el presente documento contienen materiales de envase. Los materiales de
envasado para usar en el envasado de productos farmacéuticos son bien conocidos de los expertos en la materia.
Véanse, por ejemplo, patentes de Estados Unidos con nimeros 5.323.907 y 5.052.558. Los ejemplos de materiales
de envasado para sustancias farmacéuticas incluyen, aunque no de forma limitativa, envases blister, frascos, tubos,
inhaladores, bombas, bolsas, viales, recipientes, jeringas, frascos, y cualesquiera material de envasado adecuado
para una formulacién seleccionada y modo de administracién y tratamiento previsto. Se contempla una amplia gama
de formulaciones de los compuestos y las composiciones proporcionados en el presente documento ya que se trata
de una variedad de tratamiento para cualquier enfermedad o trastorno hemostatico.

Los polipéptidos de FX modificados y las moléculas de acidos nucleicos también se pueden proporcionar como Kkits.
Los kits pueden incluir una composicion farmacéutica descrita en el presente documento y elementos para la
administracion. Por ejemplo, un FX modificado se puede suministrar con un dispositivo para su administracion, tal
como una jeringuilla, un inhalador, una copa dosificadora, un gotero, o un aplicador. El kit puede, opcionalmente,
incluir instrucciones para la aplicacion, incluidas las dosificaciones, regimenes de dosificacion, e instrucciones sobre
los modos de administracion. Los kits también puede incluir una composicion farmacéutica descrita en el presente
documento y elementos para el diagnostico. Por ejemplo, dichos kits pueden incluir un elemento para medir la
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concentracion, cantidad, o actividad de FX o un sistema regulado por FX en un sujeto.
K. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen con fines ilustrativos solamente y no se pretende que limiten el alcance de la
invencion.

Ejemplo 1
Clonacion y expresién de polipéptidos del Factor X
A. Clonacién del gen del Factor X en el vector pFUSE

El acido nucleico de 488 aminoacidos que codifica el polipéptido precursor del Factor X (FX) humano (P00742;
definido en la SEQ ID NO:1) se cloné en el vector de expresion mamifero, pFUSE-hIgGI-Fc2 (abreviado en el
presente documento como pFUSE) (InvivoGen; SEQ ID NO:266), que contiene un promotor compuesto, hEF1-
HTLV, que contiene el promotor principal del Factor de elongacion la (EF-1a) y el segmento R y parte de la
secuencia U5 (R-U5’) de la repeticion terminar larga del virus de la leucemia de linfocitos T (HTLV) de Tipo 1. Se us6
el kit de clonacion In-Fusion CF Dry-Down PCR (Clontech) de acuerdo con las condiciones especificadas por el
proveedor.

Para el proceso In-Fusion, el plasmido pFUSE sin la porcién Fc de la inmunoglobulina 1 humana (hlgGl) se linealiz6
usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el cebador directo pFUSE-Acc-F1:
GTGCTAGCTGGCCAGACATGATAAG (SEQ ID NO: 267) y el cebador inverso pFUSE-Acc-R3:
CATGGTGGCCCTCCTTCGCCGGTGATC (SEQ ID NO: 268), y se utilizo como el ADN aceptor. La secuencia de
codificacion de longitud completa de FX se amplific6 mediante la PCR usando ADNc de FX humano (Origene,
Rockuville, MD) con molde con el cebador directo FX-wtsp-Invivo-F 1
CGAAGGAGGGCCACCATG GGGCGCCCACTGCACCTC (SEQ ID NO: 269) y el cebador inverso FX-Invivo-R1:
TGTCTGGCCAGCTAGCACTCACTTTAATGGAGAGGACG (SEQ ID NO: 270). Para las dos secuencias de
cebadores para amplificacion del FX donante anteriormente definidas, ambas secuencias de inicio y
complementarias 'ATG' de FX de los codones de detencion 'TGA' estan subrayadas en las secuencias de los
cebadores directo e inverso, respectivamente. Las regiones de homologia larga de 18 nt, una cola ce cebador 5’ sin
hibridacion para In-Fusion, se muestran en negrita.

Se utilizé una reaccion de la PCR y condiciones de termociclado convencionales, junto con el kit Phusion High-
Fidelity Master Mix (New England Biolabs), segtn lo recomendado por el fabricante. A continuacion, los productos de
la PCR Donante y Aceptor se digirieron con la enzima de restriccién Dpnl para eliminar el fondo del molde de la PCR
metilado precursor derivado de E. coli. Estos se mezclaron entre si, y la reacciéon In-Fusion se llevé a cabo en las
condiciones especificadas por el proveedor.

La mezcla de reaccién se transformd en células E. coli XL1 Blue supercompetentes (Stratagene). Las colonias se
seleccionaron en placas de agar 2xYT suplementadas con 25 ppm de Zeocina (InvivoGen). EI ADN plasmido se
aislo de clones seleccionados, y se secuenciaron para comprobar la clonacién correcta. Un clon que contenia la
secuencia correcta se us0 para posteriores estudios.

B. Construccion del plasmido FX con las secuencias s efal de protrombina y de propéptido

Para intercambiar las secuencias sefial y de propéptido del FX con las secuencias de protrombina, el plasmido
generado en el Ejemplo 1A anterior se linealiz6 mediante la PCR con el cebador directo F10-Pro-Acc-F1:
GCCAATTCCTTTCTTGAAGAGATG (SEQ ID NO: 271) y el cebador inverso pFUSE-Acc-R3:
CATGGTGGCCCTCCTTCGCCGGTGATC (SEQ ID NO: 272), y se utilizé como el ADN aceptor. Las secuencias de
nucledtidos de la sefial y propéptidos de trombina (definidos como los aminoacidos 1-43 SEQ ID NO:415 y definidos
como SEQ ID NO:273) se amplificé mediante la PCR usando el ADNc de la protrombina humana (Origene) como
molde del cebador directo FII-SP+Pro-F10Acc-F1: CGAAGGAGGGCCACCATG GCGCACGTCCGAGGCTTG (SEQ
ID NO: 274) y el cebador inverso Fll-SP+Pro-F10Acc-R1:
TTCAAGAAAGGAATTGGC TCGCCGGACCCGCTGGAGCAG (SEQ ID NO: 275). Para las dos secuencias de
cebadores para amplificacion de protrombina donante anteriormente definidas, las regiones de homologia larga de
18 nt, una cola ce cebador 5’ sin hibridacion para InFusion, se muestran en negrita, y el codén de inicio 'ATG’ de la
protrombina esta subrayado en la secuencia del cebador directo. Las reacciones de la PCR convencional e InFusion
se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, y un clon de secuencia verificada, se seleccion6 para su uso
como plantilla para la generacion de variantes de FX.

C. Generacion de variantes de FX
Las variantes de FX se generaron usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Lightning (Stratagene)

de acuerdo con las instrucciones del fabricante con oligonuclettidos especificamente disefiados que sirven como
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cebadores para incorporar mutaciones disefladas en el ADN recientemente sintetizado. Los cebadores
complementarios que incluyen las mutaciones deseadas se extendieron durante el ciclado usando el ADN plasmido
purificado bicatenario superenrollado, generado en el Ejemplo 1B, que contiene la secuencia de ADNc de FX
clonado como molde. La extension de los cebadores dio como resultado la incorporacién de las mutaciones de
interés en las hebras recientemente sintetizadas, y dio como resultado un plasmido mutado con muescas
escalonadas. Tras la amplificacion, el producto de la mutagénesis se digirié con la enzima de restriccion Dpnl para
eliminar las hebras precursoras metiladas iniciales del ADN plasmido derivado de E. coli. A continuacién, el ADN se
transformd en células E. coli XL1Blue supercompetentes (Stratagene) seguido por seleccion en placas de agar 2xYT
suplementadas con 25 ppm de Zeocina (InvivoGen). EI ADN plasmido se aislo de los clones seleccionados, y se
secuencio para verificar la incorporacion de una o varias mutaciones en una o varias ubicaciones del gen FX.

La secuencia de nucledtidos de uno de los oligonucleétidos de cada par de cebadores complementario usado para
general las variantes de FX se proporcionan en la Tabla 15, a continuacion. las secuencias del triplete de nucleétidos
que codifica un aminoacido sustituido se muestran en mayusculas. Por ejemplo, para generar una variante de FX
que contiene la sustitucion 116L (I16L segun la numeracion de quimiotripsina; SEQ ID NO:416), el cebador directo
FX-116L, y un cebador que es complementario del cebador directo FX-116L, se usaron para sustituir una secuencia
'ATC’ de 3 pb natural por una secuencia mutante 'CTG’ de 3 pb.

La Tabla 15 siguiente muestra los cebadores de oligonucledtidos usados en la mutagénesis de FX. Los tripletes
mutantes se muestran en mayuUscula, y los nombres del cebador corresponden a la mutacion, segun la numeracion
de la quimiotripsina, producida como resultado de la mutagénesis usando el cebador.

Tabla 15

TABLA 15: Cebadores de oligonucleétidos
Nombre del cebador (numeracion SEQ ID
de quimiotripsina) Secuencia del cebador (5’ a 3) NO
FX-116L-For gacaacaacctcaccaggCTGgtgggaggecaggaatge 276
FX-V17A-For CaacaacctcaccaggatcGCCggaggccaggaatgcaag 277
FX-V17I-For caacctcaccaggatcATCggaggccaggaatge 278
FX-V17L-For

caacctcaccaggatcCTGggaggccaggaatge 279
FX-V17T-For

caacctcaccaggatcACCggaggccaggaatge 280
FX-V17S-For

caacctcaccaggatcAGCggaggccaggaatge 281
FX-V17P-For

caacctcaccaggatcCCCggaggccaggaatge 282
FX-G18A-For accaggatcgtgGCCggccaggaatgcaaggac 283
FX-G18P-For

accaggatcgtgCCCggccaggaatgcaaggac 284
FX-G18S-For

accaggatcgtgAGCggccaggaatgcaaggac 285
FX-G18V-For

accaggatcgtgGTGggcecaggaatgcaaggac 286
FX-G18T-For accaggatcgtgACCggccaggaatgcaaggac 287
FX-G19A-For

caccaggatcgtgggaGCCcaggaatgcaaggac 288
FX-G19V-For

caccaggatcgtgggaGTGeaggaatgcaaggac 289
FX-G19R-For

caccaggatcgtgggaCGGceaggaatgcaaggac 290
FX-G19K-For

caccaggatcgtgggaAAGceaggaatgcaaggac 201
FX-G19P-For caccaggatcgtgggaCCCcaggaatgcaaggac 292
FX-G19H-For

caccaggatcgtgggaCACcaggaatgcaaggac 203
FX-D194N-For gatgcctgecaggggAACagegggggeccgeac 294
FX-D194S-For

gatgcctgeccaggggAGCagegggggeccgeac 295
FX-L32S/G40H-For

gtgtecctggecaggcc AGCceteatcaatgaggaaaacgagCA Cttct

gtggtggaacc 296
FX-E21A-For

gatcgtgggaggccagGCCtgcaaggacggggag 297
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TABLA 15: Cebadores de oligonucleétidos

Nombre del cebador (numeracién SEQ ID
de quimiotripsina) Secuencia del cebador (5’ a 3) NO
FX-E2LSFor gategtgggaggccagAGCtgcaaggacggggag 298
FX-E21V-For

gatcgtgggaggccagGTGtgcaaggacggggag 299
FX-K23S-For

ggaggccaggaatgcAGCgacggggagtgteee 300
FX-R143A-For gtgageggcttcgggGCCacccacgagaagggce 301
FX-R143S-For

gtgagcggcttcgggAGCacccacgagaagggce 302
FX-R143T-For

gtgageggcttcgggACCacccacgagaaggge 303
FX-R143V-For

gtgageggcttcgggGTGacccacgagaaggge 304
FX-R143Q-For gtgagcggcttcgggCAGacccacgagaaggge 305
FX-R143N-For

gtgagcggcttcgggAACacccacgagaagggce 306
FX-R143M-For

gtgageggcettcgggATGacccacgagaagggce 307
FX-R143K-For

gtgageggcttcgggAAGacccacgagaagggce 308
FX-R143Y-For

gtgagcggcttcgggTACacccacgagaagggce 309
FX-R143D-For

gtgagcggcttcgggGACacccacgagaagggce 310
FX-T144A-For

gagcegactteggocgeGCCeacgagaagggecgg 311
FX-T144L-For gagcggceticgggegeCTGeacgagaagggecgy 312
FX-S152A-For

gagaagggoccggecagGCCaccaggctcaagatg 313
FX-S152T-For

gagaagggccggcagACCaccaggctcaagatg 314
FX-S152N-For gagaagggccggcagAACaccaggctcaagatg 315
FX-R154E-For ggceggceagtccaccGAGctcaagatgetggag 316
FX-K156A-For cagtccaccaggcetcGCCatgetggaggtgeee 317
FX-K156S-For cagtccaccaggctcAGCatgetggaggtgece 318
FX-K156N-For cagtccaccaggctcAACatgetggaggtgecce 319
FX-K156D-For cagtccaccaggetcGACatgetggaggtgece 320
FX-K156R-For cagtccaccaggcetcAGGatgetggaggtgeee 321
FX-K156V-For cagtccaccaggeteGTGatgetggaggtgece 322
FX-K156Y-For cagtccaccaggcetc TACatgetggaggtgece 323
FX-K156M-For cagtccaccaggcetcATGatgetggaggtgece 324
FX-V17SIG18A-For caacctcaccaggatcAGCGCCggcecaggaatgcaag 325
FX-I16L/VL7S-For gacaacaacctcaccaggCTGAGCggaggccaggaatgcaag 326
FX-116L/G18A-For gacaacaacctcaccaggCTGgtgGCCggcecaggaatgcaaggac 327
FX-S 152A/K156M-For gagaagggccggcagGCCaccaggcetcATGatgetggaggtgece 328
FX-N35D-For

ccetggcaggcecctgcetcatcGACgaggaaaacgagggtttetgt 329
FX-N35A-For

ccetggeaggecctgetecatcGCCgaggaaaacgaggotttetgt 330
FX-N35S-For

ccetggeaggecctgetcatctAGCgaggaaaacgagogtttetat 331
FX-E37R-For caggccctgctcatcaatgagCGCaacgagggtttctgtggtgga 332
FX-E37K-For caggccctgctcatcaatgagAAGaacgagggtttctgtggtgga 333
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TABLA 15: Cebadores de oligonucleétidos

Nombre del cebador (numeracién SEQ ID
de quimiotripsina) Secuencia del cebador (5’ a 3) NO
FX-E37A-For caggccctgctcatcaatgagGCCaacgagggtttetgtggtgga 334
FX-E37S-For caggccctgctcatcaatgagAGCaacgagggtttetgtggtgga 335
FX-E39R-For ctgctcatcaatgaggaaaacCGCggtttetgtggtggaactatt 336
FX-E39K-For

ctgctcatcaatgaggaaaacAAGggttictgtggtggaactatt 337
FX-E39A-For ctgctcatcaatgaggaaaacGCCggtttctgtggtggaactatt 338
FX-R150A-For gggcgcacccacgagaagggcGCCceagtccaccaggctcaagatg 339
FX-R150D-For

gggcgeacccacgagaagggcGACcagtccaccaggcetcaagatg 340
FX-R150E-For

gogcegcacccacgagaagggcGAGeagtccaccaggcetcaagatg 341
FX-R150S-For gggcgcacccacgagaagggcAGCcagtccaccaggctcaagatg 342
FX-R150G-For

gggcgcacccacgagaagggcGGCceagtccaccaggctcaagatg 343
FX-R143E-For

gggattgtgagceggcttcgggGAGacccacgagaagggecggeag 344
FX-R143D-For

gggattgtgageggcttcgggGACacccacgagaagggecggeag 345
FX-R143M-For

gggattgtgagcggcttcgggATGacccacgagaagggeeggeag 346
FX-R143N-For

gggattgtgageggcettcgggAACacccacgagaagggecggeag 347
FX-R143Q-For gggattgtgagcggcticgggCAGacccacgagaagggcecggeag 348
FX-R93E-For

gaggtggtcatcaagcacaacGAGttcacaaaggagacctatgac 349
FX-R93A-For

gaggtggtcatcaagcacaacGCCttcacaaaggagacctatgac 350
FX-R240A-For gccttectcaagtggategacGCCtecatgaaaaccagggogctty 351
FX-R240E-For gccttectcaagtggatcgacGAGtccatgaaaaccaggggcettg 352
FX-K236A-For accaaggtcaccgccttcctcGCCtggatcgacaggtccatgaaa 353
FX-K236E-For accaaggtcaccgccttcctcGAGtggatcgacaggtccatgaaa 354
FX-R125A-For

gegectgectgectecececegagGCCgactgggecgagtecacgetg 355
FX-R125E-For gcgcectgectgectecececgagGAGgactgggecgagtccacgetg 356
FX-K96A-For atcaagcacaaccggticacaGCCgagacctatgacttcgacate 357
FX-K96E-For atcaagcacaaccggttcacaGAGgagacctatgacttcgacatc 358
FX-K23 6E/R240E-For gtcaccgecttcctcGAGtggatcgacGAGtccatgaaaaccagg 359
FX-K156A-For ggceggcagtccaccaggcetcGCCatgetggaggtgcecctacgtg 360
FX-K156S-For

ggccggceagtccaccaggetcAGCatgetggaggtgecctacgtg 361
FX-E[S1IN-For gatggcgaccagtgtAACaccagtccttgecag 362
FX-QIS6IN/Q[58]S-For gagaccagtccttgcAACaacAGCggceaaatgtaaagac 363
FX-QIS8]N/K[60]S-For cagtccttgccagaacAACggcAGCtgtaaagacggcecte 364
FX-K[62]N/G[64] S-For gaaccagggcaaatgtAACgacAGCcteggogaatacace 365
FX-L[65]N/E[67]S-For caaatgtaaagacggcAACgogAGCtacacctgecaccty 366
FX-E[67IN-For gtaaagacggcectcgggAACtacacctgceacctgtttag 367
FX-L[73]N/G[75] S-For gaatacacctgcacctgtAACgaaAGCttcgaaggcaaaaac 368
FX-G[75IN/E[77] S-For ctgcacctgtttagaaAACticAGCggcaaaaactgtgaattattc 369
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TABLA 15: Cebadores de oligonucleétidos

Nombre del cebador (numeracién SEQ ID
de quimiotripsina) Secuencia del cebador (5’ a 3) NO
FX-R[B6]N/I[88]S-For ctgtgaattaticacaAACaagAGCtgcagcectggacaac 370
FX-T[BSIN/K[87] S-For caaaaactgtgaattattcAACcggAGCctctgcagectggac 371
FX-LIB3]N-For ggcaaaaactgtgaaAACttcacacggaagcetce 372
FX-E[82]N/F[84]S-For gaaggcaaaaactgtAACttaAGCacacggaagctctgce 373
FX-E[82]S-For gaaggcaaaaactgtAGCttattcacacggaag 374
FX-G[78]N/N[80]S-For gtttagaaggattcgaaAACaaaAGCtgtgaattattcacac 375
FX-B[T7IN/K[79]S-For ctotttagaaggattcAACggcAGCaactgtgaattatte 376
FX-D[35]N/D[97]S-For cagcctggacaacgggAACtgtAGCeagttctgecacgag 377
FX-G[114]N-For gtgctectgegeccgcAACtacaccectggetgac 378
FX-K[122]S-For ctggctgacaacggcAGCgcctgcattcccacag 379
FX-D[119]N/G[121]S-For gggtacaccctggctAACaacAGCaaggcectgeatteee 380
FX-K23N/G25S-For ggaggccaggaatgcAACgacAGCgagtgteectggcag 381
FX-E36N/N38S-For gcectgctcatcaatAACgaaAGCgaggatttctgtggty 382
FX-RE3N/KB5S-For ctctaccaagccaagAACticAGCgtgagggtaggggac 383
FX-E84N/E86S-For gatgaggceggtgcacAACgtgAGCgtggtcatcaagcac 384
FX-T113N/R115S-For ctcaagacccccatcAACticAGCatgaacgtggegectg 385
FX-K134N/G 136S-For acgctgatgacgcagAACacgAGCattgtgageggcttc 386
FX-R202N/K204S-For ggcccgeacgtcaccAACttcAGCgacacctacttegty 387
FX-D205N/Y207S-For gtcaccegcttcaagAACaccAGCticgtgacaggceate 388
FX-K204N-For cacgtcaccegettcAACgacacctacttcgty 389
FX-T244N/G246S-For gacaggtccatgaaaAACaggAGCttgceccaaggecaag 390
FX-R245N/1247S-For aggtccatgaaaaccAACggcAGCceccaaggcecaagagce 391
FX-G[114]N+D[119]N/G[121]S-For

gtgctectgegeccgc AACtacaccetggctAACaacAGCaagge

ctgcattcce 392

La Tabla 16 siguiente muestra las variantes de FX que se generaron, donde las mutaciones se han indicado usando
la numeracion relativa al polipéptido de FX maduro mostrado en la SEQ ID NO:134, y también basado en la
numeracion de quimiotripsina. Las SEQ ID NOS proporcionadas se refieren al polipéptido precursor codificado y a
las secuencias maduras de los mutantes relacionados.
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Ejemplo 2
Expresion, purificacion y activacion de polipéptidos de FX
A. Expresion y purificacion de polipéptidos de FX

Polipéptidos de FX de tipo natural y variantes se expresaron en células CHO-Express (CHOX) (Excellgene). Las
células CHO Express (CHOX) se mantuvieron en medio completo DM204B (Irvine Scientific) y se usaron para
inocular cultivos de produccion sembrados. Las transfecciones se realizaron en biorreactores WAVE (GE
Healthcare). Bolsas wave de 20 | se inocularon con aproximadamente 400 ml de cultivo sembrado en 4,6 | de medio
completo DM204B hasta una densidad de siembra de 1,2 x10° vc/ml. El biorreactor WAVE se configuré en un angulo
de balanceo de 6 grados y una velocidad de balanceo de 24 rpm a 37,1 °C para permitir a las células alcanzar una
densidad celular de 13-16x10° vc/ml 3 dias después. 16 mg de ADN plasmido de FX y 102,5mg de PEI
(polietilenimina) se combinaron para formar un complejo de transfeccion, que se diluyé en 5,0 | de TTMAX2 antes de
su adicion al cultivo en el biorreactor WAVE, 3 dias después de la siembra inicial. EI complejo de transfeccién junto
con el medio TfTMAX se afiadio a la bolsa wave. El cultivo se dejé expresar durante 4 dias antes de recoger los
lisados de FX en bruto. Para la recogida, el contenido de las bolsas wave se dejaron sedimentar durante 3 h a 4 °C.
El sobrenadante del cultivo se recogié a continuacion mediante un filtro profundo CUNO, seguido de purificaciéon de
FX.

Los polipéptidos de FX se purificaron usando una columna Q Fast Flow (GE Healthcare), donde se absorben los
polipéptidos de FX con dominios Gla funcionales, seguido de una etapa de eluciéon con calcio. Tipicamente, el
sobrenadante del cultivo procedente de las células transfectadas se diluy6é dos veces con una soluciéon que contenia
Tris 20 mM pH 8,0, y a continuacion se afiadio EDTA 500 mM pH 8,0 a la muestra diluida hasta una concentracion
final de EDTA de 1,5 mM. Las muestras se filtraron antes de cargarse en la columna Q Fast Flow que se habia
equilibrado previamente en primer lugar con Tampén B (Tris 20 mM pH 8,0, NaCl 1 M), después Tampén A (Tris
20 mM pH 8,0, NaCl 0,15 M). Tras cargar las muestras, la columna se lavé con Tampén A hasta que la absorbancia
del flujo pistén a 280 nm alcanzé un nivel de base. El tamp6n A se sustituy6é por Tampén C (Tris 20 mM pH 8,0, NaCl
0,15 M, CacCl, 10 mM) y se realiz6 un lavado de la bomba para sustituir completamente el tampdn de las lineas. Tras
completar el lavado de la bomba, se aplicé el Tampon C a la columna para eluir los polipéptidos de FX, que se
recogieron en fracciones. Tras la elucién, la columna se lavd con Tampdn B mientras se seguian recogiendo
fracciones, hasta que el pigmento de color rosa (del medio de cultivo) se elimind de la columna por lavado. La
columna se volvié a equilibrar para reutilizaciéon por lavado con Tampon A.

Las fracciones eluidas se purificaron adicionalmente usando una columna Source 15Q (GE Healthcare). Las
fracciones recogidas con el Tampoén C anterior, que contenian FX, se combinaron, y se afiadi6 EDTA hasta una
concentracion final 20 mM. A continuacion, las fracciones combinadas se diluyeron dos veces con Tris 50 mM, pH
8,0 y se cargaron en la cargaron 15Q que se habia equilibrado previamente con Tampén D (Tris 20 mM pH 8,0,
NaCl 0,15 M, Tween 20 al 0,01 %, CaCl, 2,5 mM). Tras lavar la columna cargada con Tampén D, se aplico un
gradiente de NaCl 0,15 M a NaCl 0,5 M a la columna, y se recogieron las fracciones. Las fracciones que contenian
FX se combinaron, y se afiadi6 CaCl; hasta 12,5 mM.

B. Activacion de FX y variantes de FX

Para generar FX activado FX (FXa) a partir del zimégeno de FX, 10,1 ug por ml de activador FX de veneno de vibora
de Russell (Haematologic Technologies), que previamente se habia conjugado con biotina, se afiadieron a las
fracciones combinadas que lo contenian, generadas en el Ejemplo 2A. La reaccién de activacion se incubé a 37 °C
durante 1,5 horas, después se diluyé 1:5 en MES 20 mM, pH 6,0. A continuacion la mezcla se aplicé a una columna
StrepTrap (GE Healthcare) para eliminar el activador FX de veneno de vibora de Russell.

Finalmente, el FX no activado se separé del FXa activado mediante cromatografia con Heparina HP. El flujo piston
de la columna StrepTrap se aplicd directamente a una columna Heparina HP (GE Healthcare), que previamente se
habia equilibrado en Tampén E (MES 20 mM, pH 6,0, NaCl 50 mM). Un gradiente lineal de NaCl 0,1 a 0,7 M en MES
20 mM, pH 6,0 se aplicé a la columna y la recogieron las fracciones. Las fracciones que contenian FXa activo se
combinaron, y el Tampon se intercambié con MES 5 mM, pH 6,0, NaCl 100 mM mediante diafiltracion.

Ejemplo 3.
Determinacion de la concentracién de proteasa (FXa) cataliticamente activa en una solucién madre

La determinacién de la concentracién cataliticamente activa de Factor Xa (FXa) en una solucién madre de FXa, o
variante de FX, se realiz6 mediante valoracidn volumétrica de la muestra de proteasa en la disolucién madre con -
mono-p'-guanidinobenzoato de fluoresceina (FMGB), un sustrato éster fluorogénico desarrollado como titulador de
sitios activos para serina proteasas de tipo tripsina. En algunos casos, la concentracion de FXa activo o variante de
FXa también se determind por valoraciéon volumétrica con ecotina, un inhibidor reversible de union fuerte a FXa
procedente de Escherichia coli que tiene una K picomolar contra FXa de tipo natural (Seymour et al. (1994)
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Biochemistry 33:3949-3958). Para un subconjunto de variantes de FXa, donde la titulacion con FMGB no fue posible,
la titulacion con ecotina se realizd6 como se describe mas adelante.

A. Titulacion del sitio activo de FXa usando un titu lador de sitio activo de mono- p'-guanidinobenzoato de
fluoresceina (FMGB).

The concentracion de Factor X cataliticamente activo (FXa) en una solucién madre de FXa se determin6 mediante
una version modificada del ensayo de ftitulacién descrito en Bock et al. (Archives of Biochemistry and Biophysics
(1989) 273:375-388) usando el sustrato de éster fluorogénico mono-p'-guanidinobenzoato de fluoresceina (FMGB).
FMGB reacciona rapidamente con FXa, pero no con FX o proteasa inactiva, para formar un compuesto intermedio
de acil-enzima eficazmente estable en condiciones en las que la concentracion de FMGB esta en saturacion, y la
desacetilacion es especialmente lenta y una limitacion de velocidad para la catdlisis. En estas condiciones, la
proteasa FXa experimenta una Unica renovacion catalitica para liberar el fluoréforo de fluoresceina. Cuando la
emision inicial de fluorescencia se calibra contra una curva patrén de concentracion externa de la fluorescencia de la
fluoresceina, se puede calcular la concentracién de sitios activos.

Las modificaciones del ensayo segun fue originalmente descrito por Bock et al. fueron: 1) la inclusion de cantidades
de saturacion del cofactor a FXa, 2) la adicion de Factor Va (FVa purificado de plasma, Heamatologic Technologies)
y una elevada concentracion de fosfolipidos (75 % de fosfatidilcolina (PC)/25 % de fosfatidilserina (PS); vesiculas
PC/PS ~120 nm de diametro; Avanti Polar Lipids) y 3) un aumento en la concentracion de FMGB.

En ausencia de las FVa y vesiculas PC/PS, las variantes de FXa con dependencia demostrada creciente del cofactor
reaccionaron poco, 0 no reaccionaron con el sustrato de éster de FMGB. Por lo tanto, estas modificaciones fueron
necesarias para soportar la actividad catalitica completa de las variantes de FXa, en las que se disefi6 mediante
ingenieria genética una elevada dependencia del cofactor (véase el ejemplo 4A).

Se desarrollaron mas revisiones para modificar el ensayo para un formato de placa de 96 pocillos para minimizar los
volimenes de reaccion y aumentar el rendimiento de la muestra (hasta 18 muestras por placa). Los ensayos de
titulacion del sitio activo se llevaron a cabo en un volumen de reaccién final de 50 pl en una placa de 96 pocillos de
semiarea negra (Costar n.° 3694). El método actual se optimiz6 para la titulacién del sitio activo en variantes de la
proteasa FXa con soluciones madre de concentraciones 10 - 100 pM. Para las disoluciones madre de proteasa con
concentraciones fuera de este intervalo, fue necesaria una etapa de diluciéon o concentracion inicial. Las reacciones
finales contenian ~300 - 650 nM de cada variante de FXa y FMGB 10, 50 0 75 pM en 1 x Tampdén A (Hepes 50 mM-
NaOH, NaCl 50 mM, CaCl, 5 mM y BSA al 0,1 %, pH 7,4) que contiene FVa 1 uM y PC/PS fosfolipidos 240 uM. Se
prepararon soluciones de trabajo de FMGB a una concentracion 2x en Tampén A (20 - 150 uM) a partir de una
concentracion madre de FMGB 5 mM en DMF basado en el peso seco, y la concentracion se confirmé mediante
espectroscopia de absorbancia a 452 nm usando un coeficiente de extincién de 19.498 M™ cm™ en suero salino
tamponado con fosfato (PBS), pH 7,2.

Los ensayos de titulacién del sitio activo se prepararon de la siguiente forma: las variantes de FXa se diluyeron hasta
0,6 - 1,3uM en 1 x Tampén A que contenia 2x FVa y vesiculas PC/PS (2 uM y 480 puM, respectivamente) y un
volumen de 25 pl se distribuy6é en alicuotas en pocillos duplicados de una placa de ensayo de 96 pocillos de
semiarea negra. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 25 pl de la solucién de trabajo 2x de FMGB (20 -
150 uM) en 1 x Tampon A. La fluorescencia de la fluoresceina liberada en la fase de emision inicial de la reaccion se
midi6 cada 30 segundos, durante 180 minutos, usando un lector de microplacas Envision (Perkin Elmer) con una
excitacion de 485 nm y una emisién de 535 nm.

La cantidad estequiométrica de fluoresceina liberada después de la catélisis de FMGB mediante FXa activa se
determiné usando una curva patron de fluoresceina libre en 1 x Tampon A que contenia FVa 1 uM y fosfolipidos
PC/PS 240 uM. La solucién patron de fluoresceina se preparé recientemente a partir de una soluciéon madre de -70 -
150 mM en DMF, y se confirmé la concentracion precisa de FMGB mediante espectroscopia de absorbancia en
condiciones convencionales a 496 nm usando un coeficiente de extincion de 89.125 M™ cm™ en NaOH 0,1 N. A
continuaciéon se preparé una curva patron de fluoresceina libre mediante la diluciéon en serie del patron en 1 x
Tampén A que contenia FVa 1 uM y fosfolipidos PC/PS 240 uM con un intervalo de FMGB 0 a 2,5 pM.

Para el analisis de datos, las trazas de reacciéon se exportaron como archivos .TXT desde el paquete informatico
Envision (Perkin Elmer) y el posterior analisis de datos no lineales se realiz6 con XLfit4, un paquete informatico para
el ajuste automatico de curvas y analisis estadistico en el entorno de la hoja de calculo de Microsoft Excel (IDBS
Software). Se determiné la contribucién de la hidrdélisis del FMGB del fondo, que se resto de la traza de la reaccion
experimental usando un conjunto de pocillos de control a los que no se habia afiadido FXa. De forma tipica, la
hidrélisis de FMGB del fondo fue menor del 5 % de la emision inicial de fluorescencia observada total. La curva
corregida se ajusté a una Unica ecuacion exponencial con un componente lineal (para tener en cuenta la velocidad
de desacilacion lenta) en la forma: AFluorescencia = Yo + Amp*(1 - exp(-Kobs*(X - Xo))) + pendiente*(X - Xo) donde los
parametros X y Xo = tiempo de finalizacién y tiempo de inicio de la reaccion, Yo, = un desplazamiento que tienen en
cuenta la fluorescencia de fondo en el sistema de ensayo, Amp = la amplitud de la fase de emision inicial en las
condiciones del ensayo de saturacion anteriormente detalladas, kops €S la constante de velocidad de primer orden
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observada para la formacién de la acil-enzima y la pendiente es una constante de velocidad volumétrica asociada
con la renovacion completa de FMGB mediante la proteasa. La concentracién de proteasa FXa activa en la reaccion
se calculd por comparacion del parametro de ajuste de la amplitud (Amp) y la curva patrén de fluoresceina. Los
valores de ensayos duplicados se promediaron y se determind la desviacion estandar. La concentracion de FXa
activa en la preparacion madre se determiné a continuacién a partir de la concentracion de ensayo calculada, y se
ajusto segun el grado de diluciéon usado en el ensayo.

B. Titulacion del sitio activo de FXa usando un inhi bidor de unién fuerte

Cuando la titulacion de FMGB no es posible, la concentracién de un Factor Xa o variante de FXa cataliticamente
activo en una solucion madre de FXa se determind mediante titulacion con una cantidad conocida de ecotina, un
inhibidor reversible de unién fuerte a FXa procedente de Escherichia coli.

La concentracion de ecotina activa en la preparacion comercial (Molecular Innovations, Inc.) se determiné titulando
una concentracion conocida de la tripsina recombinante humana (rh-Trypsin, Polymun Scientific) con la preparacién
de ecotina de E. coli. Las titulaciones se realizaron en un volumen de 2,0 ml de of 1 x Tampo6n B (Hepes 20 mM,
NaCl 150 mM, CaCl; 5 mM, PEG 8000 al 0,1 %) usando una concentracion final de sitio activo 100 nM titulado con
rh-Tyrpsin y una dosis escalonada de ecotina de 0 - 200 nM. Después de 60 min de incubaciones a temperatura
ambiente; en una placa de polipropileno de 96 pocillos profundos, se transfirieron 2,0 ml a una cubeta de cuarzo
limpia (10 mm x 10 mm). Se afiadi6 FMGB a una concentracion final de 5 uM (1,9 ul/2,0 ml de una disolucién madre
5,3 mMY la cantidad de rh-Trypsin activa residual se determind de la emisién inicial de FMGB. Los datos se
integraron durante 50 segundos de la meseta de emision inicial para cada dosis de ecotina y se transformé en
AFops/AFmax, donde AFnax €s la amplitud total de la emision inicial de rh-Trypsin en ausencia de inhibidor, y AFqps €s
la amplitud de la emision inicial en presencia de inhibidor. La concentracion de trabajo del inhibidor activo se
determind posteriormente a partir de la ordenada en X extrapolada para la inhibiciébn completa, y la cantidad
conocida de la rh-Trypsin activa en la reaccién.

Las reacciones de titulacion del sitio activo con ecotina se realizaron preparando una dilucién en serie de 1,33 veces
(150 pl en 50 ul) de ecotina a una concentracion 2x (400 nM - 0 nM) en 1x Tampén B suplementado con BSA al
0,1 %. Las muestras de proteasa FXa o variante de FXa se diluyeron hasta una concentracion de trabajo 2x
(400 nM) y 50 pl se distribuyeron en alicuotas en pocillos duplicados de una placa de ensayo de polipropileno de 96
pocillos. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 50 pl de la serie de dilucién de 12 puntos de 2x ecotina
hasta concentraciones finales de ecotina comprendidas de 200 nM - 0 nM en volimenes de reaccién de 100 pl (50 pl
+ 50 pl).

Las reacciones de inhibicion se incubaron durante 120 minutos a temperatura ambiente (~25 °C) antes de leer a la
actividad residual de FXa o variante de FXa con el sustrato fluorogénico, Pefafluor Xa (CH3SO,-D-CHA-Gly-Arg-
AMC, Centerchem). FXa de tipo natural y las variantes de FXa con elevada actividad sobre el sustrato peptidico se
diluyeron de 10 a 100 veces hasta un volumen final de 75 pl de 1x Tampdén B suplementado con tampdn BSA al
0,1 % para conseguir una velocidad de la reacciéon en un intervalo aceptable. Las variantes de FXa con poca
actividad sobre el sustrato peptidico se analizaron sin diluir. Los 75 pl de las muestras diluidas o no diluidas se
transfirieron a una placa de ensayo de 96 pocillos de color negro, seguido por la adicién de 25 ul de Pefafluor Xa
0,4 mM (0,1 mM final). La velocidad de la reaccion inicial se midié a continuaciéon a 25 °C durante 15 - 60 min. Se
asumioé que cualquier disociacion debida a los cambios en la dilucién era poco importante durante la medicion de la
velocidad; por tanto, las concentraciones de incubacion fueron las concentraciones finales utilizadas para el inhibidor
y la proteasa en el posterior analisis de datos.

La relacién entre la velocidad de la reaccién en la presencia del inhibidor (Vi) y la velocidad de la reaccién en
ausencia de inhibidor, (Vo) se determind para cada concentracion del inhibidor (ecotina) a una concentracion fija de
la proteasa. Las relaciones Vi/Vo se representaron graficamente, y las curvas de titulacién resultantes se evaluaron
mediante la expresién de la Ecuacion (1) en el paquete informatico Pris (Graphpad Software). Los andlisis se
realizaron suponiendo una estequiometria de inhibidor/proteasa de n=1.

Ecuacion (1):
VilVo =Y-Ordenada en el origen + pendiente* [ecotina]

El valor de ajuste para la ordenada en X, extrapolada de la Ecuacion (1), se usé a continuacion para determinar la
concentracion de titulacién del sitio activo (AST) en la solucién madre de FXa y el valor de "Fraccion activa”,
suponiendo que la concentracion total de la proteasa era conocida, y que la ecotina era activa a las concentraciones
utilizadas para generar la curva de respuesta a dosis, usando la Ecuacién (2). Solamente se evaluaron los valores
gue se definieron por la pérdida lineal de actividad (0 %-90 %) para aumentar las concentraciones de ecotina.

Ecuacion (2):
([Ordenada en X]vaior de ajuste/[an]ensayo)* [an]proteina total - [FX@]Ecotina-AsT
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Ejemplo 4.
Determinacion de la actividad catalitica de FXa por su sustrato, Protrombina (FII)

Las actividades cataliticas de FXa y variantes de FXa por su sustrato, protrombina (Fll), se evaluaron tanto en
presencia (dependencia de cofactor) y ausencia (independiente de cofactor) de FVa purificado de plasma y
fosfolipidos. Las respectivas actividades cataliticas se evaluaron indirectamente usando un ensayo fluorogénico, en
el cual, la fluorescencia generada por la escision mediada por trombina (Flla) del sustrato sintético Pefafluor TH (H-
D-CHA-Ala-Arg-AMC; Centerchem) se uso para evaluar la escision mediante FXa de protrombina (FIl) para generar
trombina (Flla).

Se us6 un intervalo de concentraciones de protrombina para calcular las constantes cinéticas donde la proteasa
sustrato (protrombina) estaba en exceso de al menos 1000 veces respecto de la concentracion de la proteasa
activadora (FXa) para los ensayos dependientes del cofactor y al menos de 10 a 1000 veces sobre la concentracion
de proteasa activadora (FXa) para los ensayos independientes del cofactor dependiente de la actividad de la
variante. En resumen, el siguiente ensayo proporciona una medida de la cinética de la activacion de protrombina
catalizada por protrombinasa mediante observacion directa de la actividad de la trombina sobre sus sustrato,
Pefafluor TH, en un ensayo cinético medido durante 30-60 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Para la
determinacion de las constantes cinéticas de la funcion FXa/protrombinasa (kear Y Km), se realizaron experimentos
con una cantidad limitante de Factor Xa en presencia o0 ausencia de una cantidad de saturacion fija de Factor Va
(20 nM) y vesiculas PC/PS que contenian fosfolipidos (20 pM) a concentraciones crecientes de protrombina (entre 0
y 8 uM). La liberacion del fluoréforo libre, AMC (7-amino-4-metilcumarina) tras la catdlisis de Pefafluor TH de
trombina se evalu6 después de forma continua durante la reaccion, y se determinaron las constantes de velocidad
de las variantes de FXa.

A. Protocolo de ensayo dependiente de FVa

Para los ensayos que evallian la cinética de la activacion de protrombina (FIl) mediante FXa en presencia de FVa
(purificado de plasma, Heamatologic Technologies, Inc.) y fosfolipidos (75 % de fosfatidilcolin (PC)/25 % de
fosfatidilserina (PS); vesiculas PC/PS ~120 nm de diametro; Avanti Polar Lipids), las variantes de FXa se
expresaron, se purificaron. se activaron, y el sitio activo se titul6 como se describe en el Ejemplo 1-3, mas arriba. A
continuacion, las variantes de FXa se diluyeron en serie hasta una concentraciéon 2x de 0,2 pM en un volumen de
2ml de 1 x Tampon A (Hepes 20 mM/NaCl150 mM/CaCl, 5 mM/BSA al 0,1 %/PEG-8000 al 0,1 %, pH 7,4) que
contenia 2x concentraciones de FVa (40 nM) y vesiculas PC/PS (40 uM).

Una solucion de protrombina (FIl) tratada con DFP/FPR-cmk 5 uM se preparé en 2,0 ml de 1 x Tampén A que
contenia sustrato Pefafluor TH 0,1 mM. Esto representd la concentracién mas elevada de protrombina sometida a
ensayo, y proporciond un volumen suficiente para 3 ensayos en placas. La solucion de protrombina/Pefafluor TH a
continuacion se diluyé en serie de 1,8 veces en una placa de polipropileno de 12 canales profundos con un volumen
final de 700 pl 1 x Tampon A que contenia Pefafluor TH 0,1 mM, dando como resultado diluciones finales de
5000 nM, 2778 nM, 1543 nM, 857 nM, 476 nM, 265nM, 147 nM, 82nM, 45nM, 25nM, 14nM y 0OnM de
protrombina. Un total de 25 ul de cada serie de dilucion de protrombina se distribuyd en alicuotas en hasta tres
placas de ensayo de 96 pocillos de semiarea negra. Las reacciones de ensayo se iniciaron de forma tipica con un
sistema de gestion de liquidos BioMek FX o una micropipeta de 12 canales para dispensar 25 pl de las soluciones
de protrombinasa (FXa/FVa/FosfoIipidos/Ca2+) en tres placas de ensayo que contenian 25 pl de la serie de dilucion
de protrombina de acuerdo con un mapa de placa predefinido (4 variantes de FXa/placa).

Las concentraciones finales de los reactivos del ensayo fueron las siguientes: FXa 0,1 pM, FVa 20 nM, vesiculas
PC/PS 20 pM, Pefafluor TH 50 uM y diluciones de protrombina (FIl) de 0 nM a 2500 nM. Las reacciones se siguieron
en un lector de fluorescencia de placas SpectraMax durante 30 min a 25 °C. Una curva patron de AMC sirvi6 como
factor de conversiéon para las URF a uM en los calculos de andlisis de los datos usando un intervalo de dosis
comprendido de 0 uM a 100 uM AMC.

A. Protocolo de ensayo independiente de FVa

Para los ensayos que evallan la cinética de la activacién de protrombina (FIl) mediante FXa en ausencia de FVa,
pero en presencia de fosfolipidos (75 % de fosfatidilcolin (PC)/25 % de fosfatidilserina (PS); vesiculas PC/PS -
120 nm de diametro; Avanti Polar Lipids), las variantes de FXa se expresaron, se purificaron. se activaron, y el sitio
activo se tituld6 como se describe en los ejemplos 1-3, mas arriba. A continuacion, las variantes de FXa se diluyeron
en serie hasta una 2x concentracion de 20 pM (natural) o 1 nM-4 nM (para variantes de FXa) en un volumen de 2 mi
de 1x Tampon A que contenia una 2x concentracion de vesiculas PC/PS (40 uM). Una solucion de protrombina (FII)
tratada con DFP/FPR-cmk 8 uM se prepar6 en 2,0 ml de 1x Tampdn A que contenia sustrato Pefafluor TH 0,1 mM.
Esto represent6é la concentracion mas elevada de protrombina sometida a ensayo, y proporciond un volumen
suficiente para hasta 3 ensayos en placas. La solucién de protrombina/Pefafluor TH a continuacion se diluy6 en serie
de 1,8 veces en una placa de polipropileno de 12 canales profundos con un volumen final de 700 pl 1x Tampoén A
que contenia Pefafluor TH 0,1 mM, dando como resultado diluciones finales de 8000 nM, 4444 nM, 2469 nM,
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1372 nM, 762 nM, 423 nM, 235 nM, 131 nM, 73 nM, 40 nM, 22 nM y 0 nM de protrombina. Un total de 25 pl de cada
serie de dilucién de protrombina se distribuyé en alicuotas en hasta tres placas de ensayo de 96 pocillos de
semiarea negra. Las reacciones de ensayo se iniciaron de forma tipica con un sistema de gestion de liquidos BioMek
FX o wuna micropipeta de 12 canales para dispensar 25pul de las soluciones de protrombinasa
(FXa/FosfoIipidos/Ca2+) en tres placas de ensayo que contenian 25 pl de la serie de dilucion de protrombina de
acuerdo con un mapa de placa predefinido (4 variantes de FXa/placa).

Las concentraciones finales de los reactivos del ensayo fueron las siguientes: FXa 10 pM o variante de FXa 0,5 -
2 nM, vesiculas PC/PS 20 uM, Pefafluor TH 50 uM y diluciones de protrombina (FIl) de 0 nM a 4000 nM. Las
reacciones se siguieron en un lector de fluorescencia de placas SpectraMax durante 30 min a 25 °C. Una curva
patréon de AMC sirvié como factor de conversion para las URF a UM en los calculos de analisis de los datos usando
un intervalo de dosis comprendido de 0 uM a 100 uM AMC.

C. Andlisis de los datos

Todas las ecuaciones utilizadas para determinar la cinética en estado estacionario de la catalisis de protrombina (FII)
mediante FXa se basan en las descritas en la referencia "Zymogen-Activation Kinetics: Modulatory effects of trans-4-
(aminomethyl)cyclohexane-1-carboxylic acid and poly-D-lysine on plasminogen activation" en Petersen, et al. (1985)
Biochem. J. 225:149-158. La teoria de la cinética en estado estacionario del sistema descrito mediante el Esquema
A siguiente se describe mediante la expresion de la ecuacion (3) que representa una acumulacion parabdlica del
producto.

Esquema A:

FXa/FVa/FosfoIipido/Ca2+ (complejo de la protrombinasa)

Protrombina(FIl) ———— Trombina (Flia)
Sustrato Pefafluor TH - |iberacién del producto

Ecuacién (3)

klz] | k[S]  ~
'K, +[z,] K,+[S,] 2

p=a

De acuerdo con el mecanismo del Esquema A, ap es la concentracién de proteasa de activacion (FXa), zo es la
concentracion de zimogeno (FIl), ka y K, representan la kear y Km para la conversion catalizada por activador del
zimdgeno en enzima activa (Flla), mientras que ke y Ks representan la keat y Ky para la conversion de sustrato en
producto por Flla durante un tiempo dado t.

Para el andlisis de las curvas de progreso, la ecuacion (3) se reformulé como la ecuacion (4) donde la cinética en
estado estacionario de la hidrélisis de protrombina del sustrato fluorogénico se determiné independientemente y se
sustituyo por la constante del compuesto ko.

Ecuacion (4)

ka[zo] - P

P =] 2

La actividad de la trombina (Flla) sobre Pefafluor TH en 1 x Tampén A se determin6 independiente como Ky =
5,7 UM y un valor kear de 40,4 s™. La sustitucion de estos valores en la ecuacion (5) proporcioné un factor de
correccion kz de 36,3 s™.
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Ecuacién (5)

_K[S)]
P Ky, +[S]

Para determinar el grado de actividad catalitica de FXa, los datos en bruto recogidos por la aplicacion SoftMax Pro
(Molecular Devices) se exportaron como archivos .TXT. Se realizé un analisis de datos no lineal adicional con el
programa informatico ActivityBase usando el médulo de analisis de datos XE Runner (IDBS Software). La plantilla de
la hoja de datos se configurd para ajustar automaticamente las velocidades de la reaccién parabdlica (uM/sz) de las
variantes de FXa estudiadas para cada concentracion de protrombina mediante la funcion de una hipérbola
rectangular convencional (es decir, ecuacién de Michaelis-Menten) dada por la ecuacién (6) para ajustar los valores
de Vimax Y Kw.

Ecuacion (6)

. 5 VoulS]
Velocidad de reaccion( /secz — _mexl™0
pM /sec’) K, +[S)]

El valor de ke de la variante de FXa estudiada se calcul6 a continuacion del valor de ajuste de Vmax (uM/sz) con la
ecuacion (7).

Ecuacion (7)

V 4

max

kcat =
[FXa]#0,5%k,

La constante de especificidad kea/Km Se calculd directamente a partir del valor de ajuste de Ky y la kear calculada
surgida de la evaluacion de la ecuacion (7) anterior.

D. Resultados

Las Tablas 17-18 siguientes definen los parametros cinéticos usados para calcular la actividad catalitica, definida en
la Tabla 19. para cada una de las variantes de FXa estudiadas en presencia y ausencia del cofactor de FXa c(FVa).
El valor de ajuste de la constante de Michaelis-Menten, Ky, y de la constante de velocidad catalitica calculada, Kcat,
para cada uno de los mutantes de FXa, asi como del FXa recombinante natural (designado como FXa WT) y el FXa
purificado de plasma (Haematologic Technologies, Inc), se proporcionan en las Tablas 17 y 18, respectivamente, a
continuacion. Las Tablas 17 y 18 también proporcionan la desviacién estandar (S.D.), coeficiente de variacién (como
porcentaje; %CV) y el nimero de ensayos realizados (n) para los parametros cinéticos Ky y kear. Cada uno de los
parametros cinéticos se determin6 para los mutantes de FXa en presencia y ausencia del cofactor de FXa, FVa.

Los valores de kear calculados para los polipéptidos de FXa, definidos en la Tabla 18, se dividieron por los valores de
ajuste de Kw, definida en la Tabla 17. para generar la constante cinética de la actividad catalitica, Kcal/Km (M'ls'l). Las
actividades cataliticas de los mutantes de FXa se definen en la Tabla 19 como la constante de actividad catalitica, y
también como el porcentaje de actividad de FXa natural. También se presenta en la Tabla 19 la dependencia relativa
del cofactor (Gltima columna), en la que la dependencia del cofactor se define como el cociente entre la actividad
catalitica (kca’Km) en presencia de FVa (actividad catalitica dependiente de FVa) dividida por la actividad catalitica
(kcat/Km) €n ausencia de FVa (actividad catalitica independiente de FVa).

Cuando la actividad de la variante de FXa se compar6 con la del FXa natural (% de WT kea/Kn), S€ compard con un
polipéptido de FXa recombinante natural (FXa WT) que se expresoé y se purifico con las mismas condiciones que las
usadas para los polipéptidos variantes de FXa para garantizar que cualquier diferencia en la actividad era resultado
de las una o varias mutaciones, y no el resultado de diferencias en, por ejemplo, modificaciones posteriores a la
traduccion asociadas con diferentes sistemas de expresion. Por lo tanto, el polipéptido de FXa natural usado para la
comparacion era el FXa recombinante natural generado mediante la clonacién el gen FX, cuya secuencia se define
en la SEQ ID NO:1, y expresado en células CHO como un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se define
como los aminoéacidos 1-139 y 195-448 de la SEQ ID NO:134, tal como se describe en el ejemplo 2.

Las actividades cataliticas observadas (kca/Km en la Tabla 19) de las variantes de FXa van desde actividad
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protrombinasa no detectable en unas pocas variantes (por ejemplo FXa-G197P, FXa-G198A, FXa-D378N y FXa-
1195L/V196S) a un pequefio aumento en kea/Ky para la activacion de la protrombina (FIl), en comparacion con FXa
natural (por ejemplo, FXa-L65N/E67S/V196S, FXa-R236V, FXa-V196S y FXa-L211S/G219H). Algunas de las
variantes mostraron un importante aumento en la dependencia del cofactor, en comparacion con FXa natural,
incluidos FXa-V196S, FXa-K338S, FXa-1195L, FXa-G197S, y combinaciones de los mismos, tales como FXa-
V196S/K338S, FXa-V196S/R326M, FXa-V196S/R326N, FXa-V196S/K276E y FXa-V196S/R332G. El aumento en la
dependencia del cofactor observado se debi6 principalmente a una disminucién en la actividad de las variantes de
FXa en ausencia de FVa, sin embargo, algunas variantes también mostraron menor afinidad por el sustrato en
ausencia del cofactor, demostrado por valores de Ky de 3 a 5 veces menores en los ensayos dependientes de FVa
(Tabla 17).

Algunas variantes de FXa, mutadas para proporcionar sitios de glicosilacién simples o mdltiples, demostraron una
actividad proxima a la natural (por ejemplo FXa-E82N/F84S/V196S, FXa-G114N/V196S/E264N/E266S, FXa-
V196S/E264N/E266S/K388N y FXa-G114N/V196S/1211S/G219H); mientras que otros mostraron actividad catalitica
reducida.
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Ejemplo 5
Determinacion de la inhibicion de FXa mediante elc  omplejo antitrombina/heparina

La inhibicién del FXa natural o de las variantes de FXa mediante el complejo antitrombina/heparina (AT/heparina) se
evalué midiendo el nivel de inhibicién de AT/heparina sobre la actividad catalitica de FXa respecto a un sustrato de
molécula pequefia, CH3SO,-D-CHG-Gly-Arg-AMC (Pefafluor FXa; Centerchem). El valor de Kos se determind para
cada variante de FXa sometida a ensayo, que corresponde a la concentraciéon molar de AT necesaria para inhibicién
del 50 % (Clso) de la actividad catalitica de una variante de FXa en las condiciones predefinidas del ensayo. Las
reacciones de inhibicion se llevaron a cabo en presencia de heparina no fraccionada de longitud completa (UFH;
Calbiochem), que aumenta la velocidad de la reaccién de inhibicidon debido al efecto de "plantilla” proporcionado por
las cadenas de heparina mas largas (véase por ejemplo, Olson et al. (2004) Thromb Haemost 92(5), 929-939). La
constante de velocidad de segundo orden aparente (kapp) para la inhibicion de FXa natural o de variantes de FXa por
el complejo AT/U FH también se evalud directamente utilizando un protocolo modificado, en el que se variaba el
tiempo de incubacion con el complejo AT/UFH.

Inhibicién de FXa mediante el complejo antitrombina/ UFH

Para las reacciones de inhibicién en presencia de UFH, 2x soluciones de 2000 nM, 1000 nM, 200 nM, o 100 nM
AT/UFH (UFH final 2 uM) se prepararon por dilucién de una solucion madre 20 uM de AT-llIl humana purificada de
plasma (Molecular Innovations) en una solucion de UFH en exceso UFH (2 uM) en un volumen de 1,0 ml de 1 x
Tampén A (Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl,5 mM, Tween-20 al 0,01 %, PEG 8000 al 0,1 %, pH 7,4). Las
soluciones de AT/UFH se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de diluirse en serie de 2
veces en una placa de polipropileno de 96 pocillos profundos con un volumen de 500 pl 1 x Tampon A que contiene
UFH 2 pM. Las diluciones finales de AT eran dependientes de la concentracion inicial de AT y eran de 2000-0 nM,
1000-0 nM, 200-0 nM o 100-0 nM (es decir, filas A-H). Estas variantes, que mostraron una mayor resistencia a la
inhibicidon de AR en las condiciones convencionales, se analizaron adicionalmente usando mayores concentraciones
de AT. Alicuotas de 35 ul de cada dilucion AT se dispensaron en sus respectivas filas de una placa de
almacenamiento de 96 pocillos de fondo en V para completar todas las columnas (es decir, 1-12). Las variantes de
FXa se diluyeron inicialmente hasta 100 nM en 1 x Tampén A. Posteriormente, 50 pl de cada variante de FXa
100 nM se diluyeron hasta una concentraciéon 2,0 nM en 2,5 ml de 1 x Tampdén A y después 70 pl de esta solucion se
dispensaron a una placa de almacenamiento de 96 pocillos de fondo en V de acuerdo con el mismo mapa de placa
predefinido (4 variantes de FXa por placa).

Las reacciones de ensayo se iniciaron en un sistema de gestion de liquidos BioMek FX programado para dispensar
35 pl de las soluciones de FXa en las placas que contenian 35 ul de cada diluciéon de AT/UFH por pocillo para un
total de dos placas de ensayo duplicadas para cada variante de FXa. Las condiciones del ensayo final de inhibicion
fueron: 1,0 nM FXa y diluciones AT/UFH comprendidas de 35 nM a 0 nM, 50 nM a 0 nM, 100 nM a 0 nM, 500 nM a
0 nM o 1000 nM a 0 nM AT en UFH 1 pM.

Las reacciones de inhibicidon se incubaron adicionalmente durante 30 segundos a temperatura ambiente (~25 °C)
antes de transferir una alicuota de 40 ul de la reaccion mediante el BioMek FX a una placa de 96 pocillos de
semiarea negra que contenian 20 pl de Pefafluor Xa 0,3 mM en Tampdn A de ensayo suplementado con 15 mg/ml
de polibreno. Para inactivar la reaccion AT/UFH, se afiadid polibreno (bromuro de hexadimetrina) a una
concentracion final de 5 mg/ml a la reaccién. La actividad residual de FXa se evalu6 mediante las velocidades
iniciales de escision de sustrato durante 60 minutos en un lector de placas de fluorescencia ajustado a 25 °C. Las
condiciones finales del ensayo para la determinacion de la actividad residual fueron variante de FXa 2,0 nM,
Pefafluor FX 0,1 mM u 5 mg/ml de polibreno en Tampén A.

Para determinar el grado de inhibicion de AT/UFH por FXa o variante de FXas, los datos en bruto recogidos por la
aplicacion SoftMax Pro (Molecular Devices) se exportaron como archivos .TXT. Se realiz6 un analisis de datos no
lineal adicional con el programa informatico ActivityBase usando el modulo de analisis de datos XE Runner (IDBS
Software). La plantilla se us6 para calcular la serie de dilucidon de AT, relacion de AT a FXa, y los cocientes Vi/Vy
para cada réplica de FXa para cada concentracion experimental de AT. Los andlisis de regresion no lineal de la
actividad residual de FXa (expresada como Vi/Vg) frente a la concentracién de AT se procesaron usando una
ecuacioén de inhibicion hiperbdlica de la forma [C+(Amp*(1-(X/(Kos+X))))]; donde C = la desviacion (fijada a 0 para
permitir la extrapolacién de los conjuntos de datos que no alcanzaron el 100 % de inhibicion durante el ensayo), Amp
= la amplitud del ajuste y Ko 5, que corresponde a la concentraciéon de AT necesaria para una inhibicion semiméxima
en las condiciones del ensayo.

Para algunas variantes de FXa, AT/UFH inhibi6 menos del 10-15 % de la actividad proteasa total a la mayor
concentracion estudiada de AT, lo que representa un limite de deteccion superior del ensayo en las condiciones de
cribado convencionales. Las variantes con inhibicion maxima menor de 10 % se asignaron, por tanto, a un valor
limite inferior Kos de 10000 nM vy, en la mayoria de los casos, se espera que tengan resistencias a AT mucho
mayores que el valor indicado.
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La Tabla 20 proporciona los resultados de los ensayos que se realizaron con AT/UFH. Los resultados se presentan
como el parametro ajustado Ko y como representacion de la extension de la resistencia a AT-IIl para cada variante
comprada con el FXa natural expresado como cociente de los valores ajustados Ko (Kos variante/ Kos natural). El
polipéptido de FXa natural usado para la comparacion era el FXa recombinante natural de los Ejemplos 1-2,

Algunas variantes de FXa mostraron una resistencia superior, mayor de 500 veces, a AT en comparacion con FXa
natural (FXa WT). Por ejemplo, FXa-V196S/K276E, FXa-V196S/R332G, FXa-V196S/R332D, FXa-V196S/R326D,
FXa-V196S/K338S, FXa-V196S/K420A y FXa-V196S/R424E se encuentran en el grupo que mostraron una
resistencia significativa a AT-III.

Tabla 20. Inhibicion de variantes de FXa mediante AT  -I1lI/UFH

rI\r/l];:jatjcrlc()))n (Numeracion de FX (I;/Iul;tnz;\i(;lg’?psma)(Numeramon de Ko.s (M) i&ﬁl\/llj) %CV mutﬁ?i;_m n
FXa plasma FXa plasma 2 1 44 % 1 23
FXa WT FXa WT 2 1 59 % 1 10
1195L 116L 89 41 47 % 49 17
V196l V171 5 2 37 % 3 3
V196S V17S 132 25 19 % 73 14
L211S/G219H L32S/G40H 8 2 30 % 4 3
V196L V17L 18 2 10 % 10 3
V196T V17T 48 3 7% 26 2
G197S G18S 75 9 11 % 41 2
E200A E21A 5 1 24 % 3 2
E200S E21S 2 0 6 % 1 2
E200V E21V 4 0 6 % 2 2
K202S K23s 5 2 54 % 3 2
R326A R143A 3 1 19% 2 2
R326S R143S 3 0 6 % 1 2
R326T R143T 5 0 7% 3 2
R326V R143V 10 2 24 % 5 2
R326Q R143Q 4 2 45 % 2 2
R326N R143N 10 7 69 % 6 4
R326M R143M 7 3 43 % 4 4
R326K R143K 6 1 14 % 3 2
R326Y R143Y 6 1 11 % 3 2
T327A T144A 5 1 13 % 3 2
T327L T144L 5 2 33% 3 2
S334A S152A 12 8 69 % 7 2
S334T S152T 19 9 45 % 11 2
S334N S152N 8 0 4% 4 2
R336E R154E 5 0 6 % 3 2
K338A K156A 23 3 13 % 13 4
K338S K156S 34 8 24 % 19 4
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Tabla 20. Inhibicion de variantes de FXa mediante AT  -I1lI/UFH

m;:jaltjcrlg)n (Numeracion de FX (I;/Iul;;cﬁi((:)l?rinpsma)(Numeramon de Kos (M) i&ﬁl\/llj) %CV mml/i?f;,_wt n
K338N K156N 8 1 19 % 4 2
K338R K156R 6 1 24 % 3 2
K338V K156V 52 2 4% 29 2
K338Y K156Y 0 6 % 2
K338M K156M 4 1 25% 2
T327A/K338A T144A/K156A 42 3 8% 23 2
T327L/K338M T144L/K156M 5 1 27 % 3 2
E200V/T327L/K338M E21V/T144L/K156M 8 2 27 % 4 2
E200V/T327L/S334A/K338M |E21V/T144L/S152A/K156M 40 13 31 % 22 2
V196S/1211S/G2 19H \V17S/132S/G40H 194 35 18 % 108 4
G197A/1211S/G2 19H G18A/132S/G40H 128 43 34 % 71 4
1195L/1211S/G21 9H 116L/132S/G40H 180 29 16 % 100 4
V196S/N214D V17S/N35D 154 18 12 % 86 2
V196S/N214A V17S/N35A 185 107 58 % 103 2
V196S/N214S V17S/N35S 186 7 4% 103 2
V196S/E216R V17S/E37R 236 57 24 % 131 2
V196S/E216K V17S/E37K 400 99 25 % 222 4
V196S/E216A V17S/E37A 279 111 40 % 155 2
V196S/E216S V17S/E37S 178 31 17 % 99 2
'V196S/E218R V17S/E39R 321 22 7% 178 2
V196S/E218K V17S/E39K 404 200 49 % 224 2
\V196S/E218A V17S/E39A 167 38 23 % 93 2
V196S/R332A V17S/R150A 3757 2834 75 % 2085 4
V196S/R332D V17S/R150D 7284 3841 53 % 4042 2
'V196S/R332E V17S/R150E 3961 2026 51 % 2198 4
'V196S/R332S V17S/R150S 7247 3345 46 % 4022 4
V196S/R332G V17S/R150G 8357 3285 39 % 4638 4
V196S/R326D V17S/R143D 5455 3531 65 % 3027 2
V196S/R326M V17S/R143M 850 286 34 % 472 4
'V196S/R326N V17S/R143N 1178 472 40 % 654 4
V196S/R326Q V17S/R143Q 642 148 23 % 356 4
\V196S/R273E V17S/R93E 1491 923 62 % 828 2
V196S/R273A V17S/RO3A 1144 552 48 % 635 4
V196S/R424A V17S/R240A 1756 811 46 % 975 4
\V196S/R424E V17S/R240E 3969 3725 94 % 2203 4
'V196S/K420A V17S/K236A 10000 0 0% 5550 3
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Tabla 20. Inhibicion de variantes de FXa mediante AT  -I1lI/UFH

m;:jaltjcrlg)n (Numeracion de FX (I;/Iul;;cﬁi((:)l:)r?pSina)(NumeraC|on de Ko.s (M) i&ﬁl\/llj) %CV mUIIfPQ;_Wl n
V196S/K420E V17S/K236E 10000 0 0% 5550 3
'V196S/R306E V17S/R125A 10000 0 0% 5550 3
V196S/K276A V17S/K96A 7450 3606 48 % 4135 2
V196S/K276E V17S/K96E 10000 0 0% 5550 2
V196S/K420E/R4 24E V17S/K236E/R240 E 3019 1649 55 % 1675 4
'V196S/K338A V17S/K156A 1783 692 39 % 990 4
'V196S/K338S V17S/K156S 2260 975 43 % 1254 4
* Un valor de Ko de 10000 nM indica el valor limite inferior para aquellas variantes con inhibicion menor del 10 % en
las condiciones del ensayo.

B. Determinacion de la constante de velocidad de se  gundo orden (kapp) para la inhibicion de FXa mediante el
complejo antitrombina/UFH

La constante de velocidad de segundo orden para la inhibicion (kapp) de variantes de FXa mediante AT/UFH se
determiné usando el mismo ensayo que se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 5A con modificaciones poco
importantes. El método es mas adecuado para evaluar las constantes de velocidad de segundo orden para multiples
variantes concurrentes que los métodos de cinética competitiva 0 métodos discontinuos (véase, por ejemplo, Olson
et al. (2004) Thromb Haemost 92(5), 929-939).

Para las reacciones de inhibicién en presencia de UFH, se preparé una solucién 1000 nM de AT/UFH por dilucion de
una solucién madre 20 uM de AT humana purificada de plasma (Molecular Innovations) en una solucion de UFH en
exceso UFH (2 uM) en un volumen de 1,0 ml de 1x Tampdn A (Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl,5 mM, Tween-20
al 0,01 %, PEG 8000 al 0,1 %, pH 7,4). Las soluciones de AT/UFH se incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos antes de diluirse en serie de 2,0 veces en una columna de una placa de polipropileno de 96 pocillos
profundos con un volumen final de 500 pl 1 x Tampon A que contiene UFH 2 uM. Las diluciones finales de AT-IIl en
el ensayo de kapp modificado comprenden 500 nM - 0 nM (es decir, las filas A-H). Un total de 35 pl de cada dilucion
AT-1ll se distribuyeron en alicuotas en sus respectivas filas de una placa de almacenamiento de 96 pocillos de fondo
en V para completar todas las columnas (es decir, 1-12). Las variantes de FXa se diluyeron inicialmente hasta
100 nM en 1 x Tampon A. Posteriormente, 50 ul de cada variante de FXa 100 nM se diluyeron hasta una
concentracién 2,0 nM en 2,5 ml de 1x Tampon A 'y después alicuotas de 70 pl de esta solucion se dispensaron a una
placa de almacenamiento de 96 pocillos de fondo en V de acuerdo con el mismo mapa de placa predefinido que
anteriormente (4 variantes de FXa por placa).

Las reacciones de ensayo se iniciaron en un sistema de gestion de liquidos BioMek FX programado para dispensar
35 ul de las soluciones de FXa en las placas que contenian 35 pl de cada diluciéon de AT/UFH por pocillo para un
total de dos placas de ensayo duplicadas para cada variante de FXa. Las condiciones del ensayo final de inhibicion
fueron: Diluciones 1,0 nM de FXa y AT comprendidas de 500 nM a 0 nM en UFH 1 puM de forma que la heparina
estaba en exceso. Las reacciones de inhibicion se incubaron a temperatura ambiente después durante periodos de
tiempo diferentes a temperatura ambiente (~25 °C) dependiendo de la constante de velocidad de inhibiciéon esperada
y se ajustd pasa que >90 % de la inhibicidon se pudiera conseguir a la mayor concentracion de AT en el ensayo
(500 nM). Los tiempos de incubacion tipicos se determinaron para cada variante, o clase de variantes, pero por lo
general siguié los tiempos de incubacion detallados en la Tabla 21.

Tabla 21. Tiempos de incubacién del ensayo basdndos e en los valores de kap, esperados

kapp (M™V'") esperada | Incubacion FXa/ATIII (s)
1,0E-07 10
1,0e-06 30
1,0E-05 120
1,0E-04 600
1,0E-03 3600
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Kapp (M™V'") esperada | Incubacion FXa/ATIII (s)

1,0E-02 7200

Después del tiempo de incubacién predeterminado, una alicuota de 40 ul de la reaccion mediante el BioMek FX a
una placa de 96 pocillos de semiarea negra que contenian 20 ul de Pefafluor Xa 0,3 mM en Tampo6n A de ensayo
suplementado con 15 mg/ml de polibreno. Se afiadié polibreno (bromuro de hexadimetrina) a una concentracion final
de 5 mg/ml al Tampén A para inactivar la reaccion AT/UFH. La actividad residual de FXa se evalu6 mediante las
velocidades iniciales de escision de sustrato durante 60 minutos en un lector de fluorescencia ajustado a 25 °C. Las
condiciones finales del ensayo para la determinacion de la actividad residual fueron variante de FXa 1,0 nM,
Pefafluor Xa 0,1 mM y 5 mg/ml de polibreno en Tampén A. Los andlisis de datos para calcular el valor de Kos se
realizaron de una forma similar a la anteriormente descrita para los ensayos de inhibicién de AT/UFH en el Ejemplo
5A usando el paquete informatico ActivityBase y el médulo de andlisis de datos XE Runner (IDBS Software). Usando
la configuracion del ensayo detallada en el Ejemplo 5A en condiciones de pseudo 1% orden y analizando varios
tiempos de incubacién, fue posible calcular la constante de velocidad de segundo orden aparente para la inhibicion
mediante AT (kapp) Usando las siguientes ecuaciones:

Ecuacion (8)

Ecuacion (9)

_ In(2)

Cobs =

b4z

Puesto que el valor de ajuste para Kos = [AT] a ti» (definida por la hora del ensayo), todos los valores necesarios
estan disponibles para calcular kops Yy, por tanto, kapp para la inhibicién de una variante de FXa dada mediante AT. El
valor calculado para kapp N0 tiene en cuenta los posibles efectos de los cambios en la estequiometria de la inhibicion
(S.1.), a la que se proporciona un valor constante de 1,2 en el presente célculo, ya que este valor refleja lo que esta
tipicamente recogido en la bibliografia (véase por ejemplo Olson et al. (2004) Thromb Haemost 92(5), 929-939).

La Tabla 22 proporciona los resultados de los ensayos de velocidad de segundo orden que se realizaron con
AT/UFH. Los resultados se presentan tanto como el parametro ajustado kapp Y como una representacion de la
extension de la resistencia a la AT para cada variante comprada con el FXa natural expresado como cociente de los
valores ajustados kapp (Kapp Natural/kapp variante). El polipéptido de FXa natural usado para la comparacion era el FXa
recombinante natural generado mediante la clonacion del gen FX definido en la SEQ ID NO:1 y expresado en células
CHO como un polipéptido con la secuencia de aminoacidos definida como los aminoacidos 1-139 y 195-448 de la
SEQ ID NO:134, como se describe en los Ejemplos 1-3 (es decir, el polipéptido de FX WT). Algunas variantes de
FXa mostraron una resistencia superior, mayor de 300 veces, a AT en comparacion con FXa natural. Por ejemplo,
FXa-V196S/R332G, FXa-V196S/K420E/R424E, FXa-V196S/R332D, FXa-V196S/R332S, y FXa-V196S/K338S estan
dentro de este grupo, que mostré una resistencia significativa a AT.

Tabla 22. Constante de segundo orden para la inhibi  cién mediante AT/UFH

Mutacién (Numeracién de FX maduro) (l;/luui;csi(;ig?psmagNumeracién de kalp:sp_%\/l’ (il\-/ls-ilsj.i) %CV W:;iiip n
mut
FXa plasma FXa plasma 1,4E+07|7,2E+06|52 % 1 3
FXWT FXWT 9,7E+06|4,6E+06|47 % 1 6
1195L 116L 5,3E+05(9,1E+04|17 %| 18 4
V196S V17S 5,3E+05(1,7E+05|32 %| 18 |11
T85N/K87S/V196S T85N/K[87]S/V17S 1,8E+05|2,1E+03| 1% | 55 |2
Q56N/Q58S/V196S QI56]N/Q[E8]S/V17 S 3,2E+05(2,1E+04| 7% | 31 |2
K62N/G64S/V196S K[62]N/G[64]S/V17 S 2.8E+05(4,3E+03| 2% | 35 |2
L65N/E67SIV196S L[65]N/E[67]SIV17S 3,8E+05|1,7E+04| 4% | 25 |2
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Tabla 22. Constante de segundo orden para la inhibi

cion mediante AT/UFH

Mutacion (Numeracion de FX maduro) (I;/Iul;;cﬁi((:)i?rir\pSinagNumeracién de kafg’-%vl - (;ls-igi) %CV Ml;;j;p n
mut
E67N/V196S E[67]N/V17S 4,4E+05|4,3E+02| 0 % 22 2
L73N/G75S/V196S L[73]N/G[75]SIV17S 3,1E+05|7,6E+03| 2% | 32 |2
G75N/E77SIV196S G[75]N/E[77]SIV17S 4,4E+05|52E+02| 0% | 22 |2
R86N/I88S/V196S R[86]N/I[88]S/V17S 4,9E+05|5,2E+03| 1% | 20 |2
G114N/V196S G[114]N/V17S 3,4E+05(8,0E+03| 2 % 28 4
D95N/DI7S/V196S D[95]N/D[97]SIV17 S 4,1E+05|2,0E+05|49 %| 24 |2
E82S/V196S E[82]S/V17S 2,3E+05(2,2E+05|96 %| 42 8
E82N/F84S/V196S E[82]N/F[84]SIV17S 4,2E+05|1,6E+05(39 %| 23 |3
G78N/N80S/V196S G[78]N/N[80]SIV17 S 1,5E+05|5,0E+04(33%| 64 |4
E77N/K79S/V196S E[77]N/K[79]SIV17S 2,1E+05|1,2E+05|57 %| 47 |2
D119N/G121S/V196S D[119]N/G[121]S/V 17S 7,5E+05(1,7E+05|23 %| 13 2
L83N/V196S L[83]N/V17S 6,0E+05(3,2E+04| 5 % 16 2
K122S/V196S K[122]S/V17S 9,3E+05(1,4E+05|15 %| 11 4
E51N/V196S E[51]N/V17S 8,6E+05(2,9E+04| 3 % 11 2
Q58N/K60S/V196S Q[58]N/K[60]S/V17 S 6,4E+05(1,3E+04| 2 % 15 2
G114N/D119N/G121S /V196S G[114]N/D[119]N/G [121] SIV17S |1,4E+05|8,1E+04|59%| 71 |5
V196T V17T 3,2E+06|8,3E+04| 3 % 3 2
G197S G18S 1,4E+06|3,9E+05|28 % 7 2
S334T S152T 1,2E+07|3,1E+06|25 % 1 4
K338A K156A 5,8E+06|1,1E+06|19 % 2 2
K338S K156S 3,2E+06|1,7E+05| 5 % 3 2
K338V K156V 3,4E+06(2,1E+05| 6 % 3 2
T327A/K338A T144A/K156A 1,5E+06|4,6E+05|32 % 7 2
T327L/K338M T144L/K156M 5,4E+06|2,7E+06|50 % 2 2
E200V/T327L/K338M E21V/T144L/IK156M 3,4E+06|1,2E+06|36 % 3 2
E200V/T327L/S334A/ K338M E21VIT144L/S152A/ K156M 3,8E+06|6,9E+05|18 % 3 2
V196S/1211S/G219H \V17S/132S/G40H 2,5E+05(3,9E+04|15 %| 39 4
D119N/G121S/V196S/L211S/G219H D[119]N/G[121]S/V17S/I132S/G40H |9,5E+04| n.d. nd. | 102 |1
G114N/V196S/1211S/ G219H G[114]N/V17S/132S /G40H 5,6E+04| n.d. nd. | 173 |1
G114N/D119N/G1218N196$/|2118/6219Hg;/[\]/'i‘71]8'\;llé:)z[é:}(g;]T(/)E| [121] 6,5E+04(2,2E+04|34 %| 149 |5
G197A/1211S/G219H G18A/132S/G40H 1,2E+06|5,2E+05|44 % 8 2
1195L/1211S/G219H 116L/132S/G40H 3,1E+05(3,1E+04|10 %| 31 4
V196S/N214D \V17S/N35D 7,6E+05(4,0E+05|53 %| 13 2
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Tabla 22. Constante de segundo orden para la inhibi

cion mediante AT/UFH

Mutacion (Numeracion de FX maduro) (I;/Iul;;cﬁi((:)i?rir\pSinagNumeracién de kafg’-%vl (;ls-igi) %CV Ml;;j;p n
mut
V196S/N214A V17S/N35A 1,4E+06|1,0E+05| 7 % 7 2
V196S/N214S V17S/IN35S 9,0E+05(8,4E+04| 9 % 11 2
V196S/E216R V17S/E37R 4 5E+05|1,4E+05|31 %| 22 2
V196S/N216K V17S/E37K 2,5E+05(2,7E+03| 1 % 39 2
V196S/N216A V17S/E37A 3,3E+05|8,4E+03| 3 % 29 2
V196S/N216S \V17S/E37S 4,7E+05|4,1E+03| 1 % 21 2
V196S/E218R V17S/E39R 4 1E+05|8,8E+04(22 %| 24 2
V196S/N218K V17S/E39K 2,1E+05(2,3E+04|11 %| 48 2
V196S/N218A V17S/E39A 5,4E+05(5,5E+04|10 %| 18 4
V196S/R332A V17S/R150A 2,9E+04(6,7E+03|23 %| 339 | 3
V196S/R332D \V17S/R150D 5,6E+03|{1,9E+03|35 %| 1.754 | 6
'V196S/R332E \V17S/R150E 2,3E+04(4,9E+03|21 %| 428 | 2
V196S/R332S V17S/R150S 9,1E+03|7,9E+03|86 %| 1.070 | 5
V196S/R332G V17S/R150G 3,3E+03|1,4E+03|43 %| 2.926 | 6
V196S/R326D V17S/R143D 6,3E+03(4,9E+03|78 %| 1.555 | 3
V196S/R326M V17S/R143M 3,5E+04|2,9E+03| 8% | 280 |4
V196S/R326N V17S/R143N 2,5E+04|3,0E+03|12 %| 396 | 4
V196S/R326Q V17S/R143Q 5,2E+04|1,1E+04|21 %| 186 | 4
\V196S/R273E \V17S/RO3E 2,3E+04(4,2E+03|18 %| 415 | 2
V196S/R273A V17S/R93A 7,8E+03|1,2E+03|15 %| 1.257 | 4
V196S/R424A V17S/R240A 2,7E+04|1,4E+03| 5% | 364 | 2
V196S/R424E V17S/R240E 8,3E+03(2,7E+03|33 %| 1.173 | 2
V196S/K420A V17S/K236A 2,5E+04|3,9E+03|15%| 389 | 4
'V196S/K420E \V17S/K236E 1,4E+04|8,4E+03|58 %| 672 | 4
'V196S/R306E V17S/R125A 3,5E+04|5,4E+03|16 %| 281 |4
V196S/K276A V17S/K96A 4 7E+05|1,6E+05(34 %| 21 4
V196S/K276E \V17S/K96E 3,2E+05(1,8E+05|57 %| 30 4
'V196S/K420E/R424E \V17S/K236E/R240E 5,1E+03(2,8E+01| 1% | 1.929 | 2
V196S/K338A V17S/K156A 4,5E+04|2,5E+04 |55 %| 218 | 4
'V196S/K338S V17S/K156S 2,3E+04|7,6E+03|33 %| 421 |10
V196S/E215N/N217S \V17S/E36N/N38S 7,5E+05(6,4E+03| 1 % 13 2
\V196S/E264N/E266S \V17S/E84N/E86S 8,7E+05(6,1E+04| 7 % 11 2
D119N/G121S/V196S/E264N/E266S D[119]N/G[121]S/V17S/E84N/E86S|4,0E+05|1,8E+04| 4 % 24 2
G114N/V196S/E264N /E266S G[114]N/V17S/E84N /E86S 2,0E+05| n.d. n.d. 48 1
V196S/R429N/1431S V17S/R245N/1247S 2,4E+05|5,6E+03| 2 % 40 2
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Tabla 22. Constante de segundo orden para la inhibi  cién mediante AT/UFH

Mutacion (Numeracion de FX maduro) (I;Aul;:ﬁic(:)i?r?pSinagNumeracién de kalpsp-%\/l - (:AS-iSD-i) %CV Ml;ﬁj;p n
mut
V196S/R243N/K245S V 17S/R63N/K65S 5,0E+05(1,2E+04| 2 % 19 2
V196S/T293N/R295S V17S/T113N/R115S 6,1E+05(1,2E+02| 0 % 16 2
'V196S/D389N/Y391S \V17S/D205N/Y207S 7,6E+05(1,7E+04| 2 % 13 2
V196S/K388N \V17S/K204N 7,1E+05(3,0E+04| 4 % 14 4
D119N/G121S/V196S/K388N D[119]N/G[121]S/V17S/K204N 1,4E+05|4,9E+03| 4 % 71 2
V196S/T428N/G430S V17S/T244N/G246S 9,5E+05(1,6E+04| 2 % 10 2
V196S/1211S/G219H/E264N/E266S \V17S/132S/G40H/E84N/E86S 2,1E+05(1,5E+04| 7 % 46 2
D119N/G121S/V196S/ D[119]N/G[121]S/V 1,4E+05|1,7E+04|12 %| 69 2
L211S/G219H/E264N/ E266S 17S/132S/G40H/E84 N/E8B6S
G114N/V196S/1211S/ G[114]N/V17S/132S 8,3E+04|1,4E+04|16 %| 118 | 3
G219H/E264N/E266S /GA40H/E84N/E86S
V196S/E264N/E266S/ K388N \V17S/E84N/E86S/K 204N 2,7E+05(1,8E+04| 7 % 37
D119N/G121S/V196S/ D[119]N/G[121]S/V 6,2E+04|7,3E+03|12 %| 157 | 4
L211S/G219H/K388N 17S/132S/G40H/K20 4N
G114N/V196S/1211S/ G[114]N/V17S/132S 3,7E+04({2,1E+03| 6 % | 267 | 2
G219H/K388N /G40H/K204N
V196S/1211S/G219H/ \V17S/132S/G40H/E 2,2E+05(1,2E+04| 6 % 44 2
E264N/E266S/K388N 84N/E86S/K204N
Ejemplo 6.

Determinacioén de la unién funcional del cofactor ( Kp-app) de FXa por su cofactor, Factor Va

La union funcional del cofactor (Kp-app) de las variantes de FXa por el cofactor Factor Va (FVa) en presencia o
saturacion de sustrato, protrombina (Fll), se evalu6 indirectamente en un ensayo fluorogénico mediante analisis de la
actividad de la trombina (Flla), generada tras activaciéon mediante FXa, sobre el sustrato sintético Pefafluor TH. Se
uso6 un intervalo de concentraciones de FVa para calcular la constante de velocidad cinética aparente (Kp-app) cuando
el cofactor (FVa) estaba en exceso de al menos 1000 veces respecto a la concentracion de la proteasa de activacion
(FXa). El ensayo se disefio como una variacion del ensayo descrito en el Ejemplo 4 (Determinacion de la actividad
catalitica de FXa por su sustrato, protrombina (FIl)) donde el cofactor (FVa) a varias concentraciones se preincubd
con FXa en presencia de vesiculas de fosfolipidos que forman el complejo de protrombinasa antes de evaluar la
actividad catalitica con niveles de saturacidon del sustrato, protrombina (Fll). En resumen, las variantes de FXa
activadas y con el sitio activo titulado se diluyeron en un Tampon que contenia calcio con vesiculas de fosfolipidos,
se mezclaron con varias concentraciones de FVa para formar el complejo de protrombinasa y posteriormente se
mezclaron con concentraciones de saturacion de protrombina y el sustrato fluorescente, Pefafluor TH (H-D-CHA-Ala-
Arg-AMC, Centerchem) para iniciar el ensayo. La liberacién del fluoréforo libre, AMC (7-amino-4-metilcumarina) tras
la catalisis de Pefafluor TH por la trombina generada se midi6 después de forma continua durante un periodo de
tiempo, y se determinaron las constantes de velocidad de las variantes de FXa.

A. Protocolo de ensayo

Para los ensayos que evalUan la cinética de la activacion de protrombina mediante FXa en presencia de varias
concentraciones de FVa (FVa purificado de plasma, Heamatologic Technologies, Inc.) y fosfolipidos, las variantes de
FXa se expresaron, se purificaron. se activaron, y el sitio activo se titul6 como se describe en los Ejemplos 1-3, mas
arriba. A continuacion, las variantes de FXa se diluyeron en serie hasta concentraciones de 0,4-8 pM (4x) en un
volumen de 0,25 ml de 1 x Tampo6n A (Hepes 20 mM/NaCIl150 mM/CaCl, 5 mM/BSA al 0,1 %/PEG-8000 al 0,1 %,
pH 7,4). FVa se diluy6 adicionalmente hasta varias concentraciones superiores dependiendo de las variantes
analizadas, pero comprendidas de forma tipica en 2-60 nM (4x de la dosis superior) en un volumen de 1,0 ml de 1 x
Tampon A que contenia 80 uM de fosfolipidos recientemente suspendidos (75 % de fosfatidilcolinas (PC)/25 % de
fosfatidilserina (PS); vesiculas PC/PS ~ 120 nm de diametro; Avanti Polar Lipids). Las soluciones de FVa se
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diluyeron en serie de 1,8 veces en una placa de polipropileno de 12 canales de pocillos profundos con un volumen
final de 0,4 ml de 1x Tampdn A que contenia 80 uM de vesiculas PC/PS (4x). La serie de dilucion de FVa se mezcl6
posteriormente 1:1 con las diluciones 4x FXa (25 pl cada) en una placa de ensayo de 96 pocillos de fondo redondo
de color negro segun un mapa de placa predefinido (4 variantes de FXa/placa) y se preincubaron a durante 15 min a
25 °C para formar complejos de protrombinasa equilibrados con varias concentraciones de FVa. Las soluciones 2x
finales (50 pl) fueron las siguientes: variante de FXa 0,2-4 pM, FVa 60-0 nM y vesiculas PC/PS 40 pM.

Una solucion de protrombina (FlII) con el sitio activo 5000 nM (2x) titulado y tratada con DFP/FPR-cmk se preparé en
30 ml de 1 x Tampon que contenia sustrato Pefafluor TH 0,1 mM proporcionando volumen suficiente para 4 ensayos.
Esto representa una concentracién de saturacidon 2x de protrombina (Fll), que estaria al menos 10-50 veces por
encima de los valores de Ky recogidos en el Ejemplo 4, Tabla 17. Las reacciones del ensayo se iniciaron de forma
tipica usando un sistema de gestion de liquidos BioMek FX programado para dispensar 50 pl de las diluciones
Fll/Pefafluor TH en 4 placas de ensayo que contenian 50 pl de cada variante de FXa y dilucion de FVa (complejos
de protrombinasa). Las concentraciones finales de los reactivos del ensayo fueron las siguientes: FXa 0,1-2,0 pM,
vesiculas PC/PS 20 uM, Pefafluor TH 50 uM, protrombina (FIl) 2,5 uM y 0-0,5 nM, 0-1,0 nM, 0-3,0 nM o 0-10 nM de
diluciones de FVa, aunque a veces se pueden emplear otros intervalos de dilucién de FVa. Las reacciones se
siguieron en un lector de fluorescencia de placas SpectraMax durante 30 min a 25 °C. Una curva patron de AMC
sirvio como factor de conversion para las URF a uM en los calculos de analisis posterior de los datos usando un
intervalo de dosis comprendido de 0 uM a 100 uM AMC.

B. Analisis de los datos

Para determinar la afinidad funcional de las variantes de FXa para FVa segln su actividad catalitica, los datos en
bruto recogidos por la aplicacion SoftMax Pro (Molecular Devices) se exportaron como archivos .TXT. Se realizé un
andlisis de datos no lineal adicional con el programa informatico ActivityBase usando el mddulo de andlisis de datos
XE Runner (IDBS Software). Los analisis de datos se realizaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 4C
con modificaciones poco importantes. La plantilla Abase se configurd para ajustar automaticamente las velocidades
de la reaccién parabdlica (uM/sz) de las variantes de FXa estudiadas para cada concentracion de FVa mediante la
funcion de una hipérbola rectangular convencional (es decir, ecuacién de Michaelis-Menten) dada por la ecuacién
(10) para ajustar los valores de Vimax Y K p-app-

Ecuacion (10)

Velocidad de reaccion (uM/s?) = —Ymaz (5ol
KD-err: +[5n]

La Tabla 23 establece la afinidad funcional (Kp-app) para cada una de las variantes de FXa analizada. También se
analizé si el FXa recombinante natural (denominado como FXa WT) y el FXa purificado de plasma (Haematologic
Technologies, Inc). La Tabla 23 presenta los resultados expresados como la constante cinética de afinidad, Kp-app
(nM), y también como cociente entre la afinidad funcional del FXa natural en comparacion con el del variante FXa, en
el que la afinidad funcional de cada variante de FXa esta definido por el valor de Kp.app (NM) para la activacion del
sustrato, protrombina (FIl). Cuando la actividad de la variante de FXa se compar6 con la del FXa natural, se comparé
con un polipéptido de FXa recombinante natural que se expreso y se purificé con las mismas condiciones que las
usadas para los polipéptidos variantes de FXa para garantizar que cualquier diferencia en la actividad era resultado
de las una o varias mutaciones, y no el resultado de diferencias en, por ejemplo, modificaciones posteriores a la
traduccion asociadas con diferentes sistemas de expresion. Por lo tanto, el polipéptido de FXa natural usado para la
comparacion era el FXa recombinante natural generado mediante la clonacién el gen FX, cuya secuencia se define
en la SEQ ID NO:1, y expresado en células CHO como un polipéptido con una secuencia de aminoacidos definida
como los aminoacidos 1-139 y 195-448 de la SEQ ID NO:134, como se describe en los Ejemplos 1-3 (es decir, el
polipéptido de FXa WT). La desviacion estandar (S.D.), coeficiente de variacion (como porcentaje; %CV) y el nimero
de ensayos realizados (n) también se proporcionan en la Tabla 23.

Aunque algunas variantes mostraron afinidades similares a las naturales o aumentos nominales en Kp.app (pOr
ejemplo FXa-R326Y y FIXa-FXa-L211S/G219H) algunas variantes mostraron disminuciones notables en la afinidad
funcional con aumentos de méas de 10 - 100 veces en Kp.app. Las variantes con un aumento significativo en la
dependencia del cofactor (Ejemplo 4) mostraron las mayores disminuciones en la afinidad funcional por el cofactor.
Por ejemplo, FXa-V196S/R326Q, FXa-V196S/K420E/R424E, FXa-V196S/R273E, y FXa-V196S/K338S estan dentro
de este grupo.

Tabla 23. Afinidad funcionar por el cofactor de las variantes de FXa (K p-app)

Mutacion (Numeracién de [Mutacion (Numeracion de | Kp-app

0,
FX maduro) quimiotripsina) (nM) S.D. (M) | %CV | Kowr/Koma | 1

FXa plasma FXa plasma 0,01 0,00 21 % 1,64 5
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Tabla 23. Afinidad funcionar por el cofactor de las

variantes de FXa (K p-app)

Mutacion (Numeracion de

Mutacion (Numeracién

de

Kb-app

FX maduro) quimiotripsina) (nM) S.D. (M) | %CV | Kowr/Koma | 1
FXWT FXWT 0,02 0,01 47 % 1,00 3
1195L 116L 0,18 0,06 33% 0,09 10
V196S V17S 0,39 0,12 32 % 0,04 14
Q56N/Q58S/V196S Q[56]N/Q[58]S/V17S 0,49 0,18 37 % 0,03 2
K62N/G64S/V196S K[62]N/G[64]S/V17S 0,72 025 | 34% 0,02 2
E67N/V196S E[67]N/V17S 1,08 0,13 12 % 0,01 2
L73N/G75S/V196S L[73]N/G[75]S/V17S 0,45 0,07 16 % 0,04 2
G75N/E77SIV196S G[75IN/E[77]SIV17S 0,90 028 | 31% 0,02 2
G114N/V196S G[114]N/V17S 0,73 0,24 32 % 0,02 3
D119N/G121S/V196S D[119]N/G[121]S/V17S 0,62 0,19 30 % 0,03 3
K122S/V196S K[122]S/V17S 0,46 0,17 37 % 0,03 3
E51N/V196S E[51]N/V17S 0,38 0,05 14 % 0,04 2
Q58N/K60S/V196S Q[58]N/K[60]S/V17S 0,52 0,19 36 % 0,03 3
L211S/G219H L32S/G40H 0,02 0,00 7% 0,67 3
\V196L V17L 0,06 0,01 21 % 0,27 3
V196T V17T 0,31 n.d. n.d. 0,05 1
G197S G18S 0,18 0,07 39 % 0,09 3
R326A R143A 0,03 n.d. n.d. 0,60 1
R326S R143S 0,03 n.d. n.d. 0,55 1
R326T R143T 0,04 n.d. n.d. 0,42 1
R326Q R143Q 0,03 n.d. n.d. 0,50 1
R326N R143N 0,04 0,01 22% 0,44 2
R326M R143M 0,04 n.d. n.d. 0,39 1
R326K R143K 0,03 n.d. n.d. 0,60 1
R326Y R143Y 0,02 0,00 2% 0,86 2
K338A K156A 0,20 n.d. n.d. 0,08 1
K338S K156S 0,15 0,04 25% 0,11 3
K338N K156N 0,06 n.d. n.d. 0,25 1
K338R K156R 0,02 0,01 55 % 0,73 2
K338V K156V 0,15 0,05 35% 0,11 3
K338M K156M 0,36 n.d. n.d. 0,04 1
T327A/K338A T144A/K156A 0,24 0,15 59 % 0,06 2
T327L/K338M T144L/K156M 0,03 0,00 17 % 0,61 2
E200V/T327L/S334A/K338ME21V/T144L/S152A/K1 56M 0,11 0,04 37 % 0,14 3
V196S/1211S/G219H \V17S/132S/G40H 0,32 0,09 29 % 0,05 2
1195L/1211S/G219H 116L/132S/G40H 0,37 0,05 14 % 0,04 3
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Tabla 23. Afinidad funcionar por el cofactor de las

variantes de FXa (K p-app)

g;t;c;gﬂro(;\lumeramon de gﬂul:?%?r?psma()Numeramon de I?r.?'clp)p +S.D. ("M) | %CV | Kowr/Koma | 1
V196S/N214D V17S/N35D 0,32 0,07 23 % 0,05 3
V196S/N214A V17S/N35A 0,38 n.d. n.d. 0,04 1
V196S/N214S V17S/N35S 0,33 n.d. n.d. 0,05 1
V196S/E216R V17S/E37R 0,16 0,06 38 % 0,10 3
V196S/N216K V17S/E37K 0,25 0,06 23 % 0,06 2
V196S/N216A V17S/E37A 0,29 0,12 41 % 0,05 2
V196S/N216S V17S/E37S 0,40 0,13 31% 0,04 3
V196S/E218R \V17S/E39R 0,34 0,12 34 % 0,05 3
'V196S/N218K V17S/E39K 0,29 0,05 18 % 0,05 2
V196S/N218A V17S/E39A 0,36 0,13 35% 0,04 3
V196S/R332A V17S/R150A 0,54 n.d. n.d. 0,03 1
V196S/R332D V17S/R150D 1,70 0,60 35% 0,01 3
V196S/R332E \V17S/R150E 0,49 0,04 7% 0,03 2
V196S/R332S V17S/R150S 0,56 0,11 19 % 0,03 2
V196S/R332G V17S/R150G 0,56 0,12 22% 0,03 3
V196S/R326D V17S/R143D 1,02 0,33 2% 0,02 3
V196S/R326M V17S/R143M 0,56 0,27 48 % 0,03 4
'V196S/R326N V17S/R143N 2,21 0,15 7% 0,01 2
V196S/R326Q V17S/R143Q 1,21 0,26 21 % 0,01 3
\V196S/R273E \V17S/RO3E 15,04 3,42 23 % 0,001 3
V196S/R273A V17S/R93A 2,45 0,08 3% 0,01 3
V196S/R424A \V17S/R240A 5,86 0,11 2% 0,003 2
\V196S/R424E \V17S/R240E 6,31 1,00 16 % 0,002 3
V196S/K420A \V17S/K236A 0,37 n.d. n.d. 0,04 1
'V196S/K420E \V17S/K236E 0,39 n.d. n.d. 0,04 1
V196S/R306E V17S/R125A 2,25 1,49 66 % 0,01 5
V196S/K276A V17S/K96A 0,62 0,11 18 % 0,03 3
V196S/K276E \V17S/K96E 0,70 0,02 3% 0,02 3
'V196S/K420E/R424E \V17S/K236E/R240E 20,86 13,15 63 % 0,001 4
'V196S/K338A V17S/K156A 0,93 0,24 26 % 0,02 3
V196S/K338S V17S/K156S 0,91 0,19 21 % 0,02 3
\V196S/E215N/N217S 'V17S/E36N/N38S 0,28 0,03 10 % 0,06 2
V196S/E264N/E266S \V17S/E84N/EB6S 0,48 0,03 6 % 0,03 2
V196S/R429N/I431S V17S/R245N/1247S 1,06 0,34 32% 0,01 2
V196S/T293N/R295S V17S/T113N/R115S 0,64 0,15 23 % 0,02 2
'V196S/K388N \V17S/K204N 0,59 0,06 10 % 0,03 2
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Tabla 23. Afinidad funcionar por el cofactor de las variantes de FXa (K p-app)

Mutacion (Numeracién de [Mutacion (Numeracion de Kb-app o

FX maduro) quimiotripsina) (nM) S.D. (M) | %CV | Kowr/Koma | 1
V196S/T428N/G430S V17S/T244N/G246S 0,73 0,10 14 % 0,02 2
Ejemplo 7

Analisis farmacocinéticos de polipéptidos de FXa

Las propiedades farmacocinéticas (PK) de los polipéptidos variantes de FXa se evaluaron midiendo la cantidad de
variante de FXa en plasma de raton en varios puntos temporales después de la administracién intravenosa. Se us6
un ensayo ELISA para cuantificar la proteina FXa total en plasma de ratén para evaluar las propiedades
farmacocinéticas.

A. Animales.

Ratones CD-1 macho (30-40 g), suministrados por Charles Rivers Laboratories (Hollister, CA) se mantuvieron en
cuarentena durante al menos 3 dias antes del tratamiento. Para los estudios de PK en serie, los ratones CD-1
macho (30-37 g) se equiparon con una canula interna en la vena yugular. Agua del grifo filtrada y alimento estuvieron
disponibles ad libitum antes de usar en experimentos PD o PK.

B. Dosificacion y extraccion de sangre

Los ratones (N=3 por punto temporal) recibieron polipéptidos de FXa por via intravenosa (0,5 mg/kg, volumen de
dosis 2 ml/kg) mediante la vena de la cola. En el momento adecuado (2-960 min) después de la dosificacion, los
animales se anestesiaron, y se extrajo sangre (0,5-1 ml) usando puncién cardiaca terminar en jeringas que
contenian citrato. Cuando no habia cantidad suficiente de proteina para los estudios PK finales, se us6 extraccion de
sangre en serie de un total de 4-6 animales y puntos temporales escalonados; se usaron dos ratones para cada ciclo
temporal completo para recoger todos los puntos temporales sin extraer un exceso de volumen sanguineo. Para los
experimentos de extraccion de sangre en serie, se tomaron muestras de sangre en animales conscientes sujetos
retirando en primer lugar una pequefa cantidad de sangre a una jeringuilla de 0,1 ml que contenia suero salino al
0,9 %. A continuacién se conect6 una jeringuilla que contenia 4,5 pl de citrato de sodio 0,1 M y se extrajo 0,05 ml de
sangre en la jeringa, y la sangre se transfirid a un tubo de 1,5 ml. La jeringuilla inicial se volvié a conectar, y 0,07 ml
de suero salino se devolvieron a través de la canula. La canula se tap6 hasta el siguiente punto temporal, cuando el
proceso se repitié. Para los estudios tanto en serie como terminales, las muestras de sangre se centrifugaron en los
15 minutos posteriores a su recogida (9000 rpm, 8 minutos, 4 °C) y el plasma se eliminé y se congelé de forma
ultrarrdpida inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente se almacend congelado (-70 °C) hasta su analisis.

C. Evaluacién PK.

Las muestras de sangre citrada se recogieron en varios puntos temporales hasta 960 min después de la dosis (es
decir, antes de la dosis, 2, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360, y 960 min) mediante puncién cardiaca par los
experimentos terminales o el catéter interno para los experimentos en serie, como se describe en el Ejemplo 7B
anterior. Las concentraciones de FXa en plasma se determinaron usando un ELISA especifico del Factor X/Xa
humano. Un par correspondiente de anticuerpos policlonales de detecciéon y captura (n.° FX-EIA-C, Affinity
Biologicals, Ancaster, ON) se utilizo. EI ELISA de FX/Xa ELISA proporcion6 una medida usada para determinar los
parametros farmacocinéticos de la variante de interés.

En resumen, un anticuerpo policlonal purificado por afinidad contra FX/Xa (1:500) se revistié sobre los pocillos de
una placa en Tampén de revestimiento (Na,CO3; 15 mM, NaHCO3; 35 mM, pH 9,6) durante 2 horas a temperatura
ambiente (TA). Las placas se lavaron con Tampén de lavado (PBST) y las muestras de plasma que contenian FX/Xa
se diluyeron en Diluyente de muestra (Hepes 100 mM, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, BSA al 1,0 %, Tween-20 al
0,1 %, pH 7,2) que se aplicaron. Todas las muestras y patrones se normalizaron a una concentracion final de 1:200
de plasma de ratén CD-1 diluido en Diluyente de muestra para mantener la coherencia. Las muestras de plasma se
diluyeron 1:200 y 1:1000 en la placa, seguido de una dilucion 1:4 posterior proporcionando un conjunto de dilucién
adicional de 1:1000 y 1:4000. Tras el lavado de la placa para eliminar el material no unido, se afiadié un anticuerpo
de deteccién conjugado con peroxidasa (1:1000) a FX/Xa a la placa para unirse al FX/Xa capturado. Tras el lavado
de la placa para eliminar el anticuerpo conjugado no unido, se inicio la actividad peroxidasa mediante incubacién con
sustrato quimioluminiscente (SuperSignal Femto, n.° 37074, Thermo Scientific). La sefial quimioluminiscente se
midié con un lector de fluorescencia en placas SpectraMax. La curva patrén de la actividad peroxidasa es
caracteristicamente lineal para un intervalo de concentraciones de 0,82 pg/ml a 25 ng/ml. La propia variante de FXa
se us6 en la curva patrén para eliminar las diferencias en la afinidad del anticuerpo para diferenciar entre variantes
de FXa. Cada muestra se midi6é en dos placas de ensayo independientes, y estas mediciones comprendidas en el
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intervalo lineal de la curva patrén se usaron para calcular la concentracién de las variantes de FXa en la muestra de
plasma.

D. Andlisis de datos PK.

Los parametros PK (ELISA) de los estudios en ratones con variantes de FXa se calcularon usando un analisis no
compartimentado en WinNonLin (v5,1, Pharsight Corp., Mountain View, CA). La PK de las variantes de FXa sigui6
una disminucién en plasma aparentemente biexponencial. Los parametros seleccionados para cada variante
analizada se proporcionan en la Tabla 25. Los parametros PK incluyen semivida (terminal, min), MRT (MRTo-inal,
min), Area bajo la curva (ABC), O-final (min.ug/ml)/Dosis (mg/kg); Concentracion maxima (Cmax; (g/ml)/Dosis
(ng/kg), vd (ml/kg) y aclaramiento (Cl, ml/min/kg).

Tabla 24. Definiciones y formulas usadas para calcu  lar los parametros farmacocinéticos.

Término/Férmula Definicién

Semivida en plasma la semivida del polipéptido de FXa durante la fase terminal del perfil de concentracién de
FXa en plasma frente al tiempo

Beta T12 (T12 g) calculado como -In2 dividido por la pendiente negativa durante la fase terminal de la
gréafica log-lineal de la curva de concentracién de FXa en plasma frente al tiempo

MRTo-final el tiempo medio que el polipéptido de FXa reside en el cuerpo; calculado como ABCM 0-
final /ABC 0-final, donde ABCMo.-iinal €S €l area total bajo el primer momento de la curva
frente al tiempo y ABC es como se define a continuacion

ABCo-inal /DOSIS calculada como [ABC(o-)], donde t es el Gltimo punto temporales con una concentracion
del polipéptido de FXa mensurable en plasma dividida por la dosis IV (mg/kg)

ABCo.in/DosiS calculada como [ABC(o-1) + Ct/(In2/ T12 )], donde t es el Gltimo punto temporales con una
concentracion del polipéptido de FXa mensurable en plasma dividida por la dosis IV
(mg/kg)

Cmax/Dosis (ug/ml por mg/kg)

Crnax el tiempo posterior a la dosis correspondiente a la concentracion maxima de FXa medida
en plasma,

Cl aclaramiento sistémico calculado como (Dosis / ABC o.inf)

Vss volumen de distribucion en estado estacionario; calculado como MRT*CI

\V, \volumen de distribucion basado en la constante () de eliminacion terminal; calculated as
Cl/ (IN2/T12 )
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Ejemplo 8
Evaluacién invivo de la actividad procoagulante del polipéptido de F Xa

Se estableci6é una la linea de ratones deficientes en FVIII (FVI11"') como modelo de la hemofilia A en ratén para
evaluar la actividad procoagulante de los polipéptidos de FXa. Los ratones se trataron con el polipéptido de FXa y se
midi6 la cantidad de sangre perdida en 20 minutos para determinar la actividad procoagulante de los polipéptidos de
FXa.

A. Evaluacion invivo de la actividad procoagulante del polipéptido de F  Xa

Ratones FVI II" se anestesiaron mediante administracion intraperitoneal de un coctel de ketamina/xilazina (45 mg/ml
y 3,6 mg/ml en suero salino) y se colocaron en una plataforma calentada (39 °C) para garantizar que no habia
disminucion de la temperatura corporal. El quir6fano se mantuvo a una temperatura de 82 °F (28,8 °C). Diez (10)
minutos antes de cortar la cola, la cola sumergié en 10 ml de PBS precalentado (tubo de centrifuga de 15 ml; 39 °C).
Hasta quince ratones recibieron inyeccion con FXa recombinante humana (diluida en MES 5 mM pH 5,5, NaCl
100 mM) o polipéptidos de FXa modificados (diluidos en MES 5 mM pH 6, NaCl 100 mM) mediante la vena de la cola
en una inyeccién unica. Un grupo de ratones del control negativo recibieron solamente el tampén adecuado. En los
casos en que no se realizo la inyeccion, el animal fue excluido del estudio.

La inyeccién con polipéptido de FXa o tampon se realizé 5 minutos antes de cortar la cola. El corte de la cola se
realizé con una cuchilla a 5 mm del extremo de la cola, y la sangre se recogié en PBS durante 20 minutos. Al final
del periodo de recogida, se evalué la pérdida de sangre total. Los tubos de recogida se mezclaron, y una alicuota de
1 ml de cada muestra se tomé y se analizé para determinar el contenido de hemoglobina. Triton X-100 se diluyé 1:4
en agua estéril, y 100 pl se afadieron a las muestras de 1 ml para producir la hemolisis. A continuacion, la
absorbancia de las muestra se midié a una longitud de onda de 546 nm. Para calcular la cantidad de sangre perdida,
la absorbancia se ley6 sobre una curva patron generada midiendo la absorbancia a 546 nm de volumenes conocidos
de sangre murina, diluida en PBS y hemolizada como anteriormente con Triton X-100. Los valores se expresaron
como promedio + SEM.

1. Estudio de respuesta a la dosis que evalla la act ividad coagulante de FXa natural

En un estudio, la actividad coagulante de FXa natural se analiz6 en ratones FVIII™ como se ha descrito
anteriormente usando dosis de 0,1, 0,3 y 1 mg de FXal//kg de peso corporal. La sangre perdida en el grupo de
control, que reciben Tampén (MES 5mM pH 5,5, NaCl 100 mM) solamente fue 940,95 + 30,78 ul (n = 9). El
tratamiento con FXa natural a 0,1 mg/kg no tuvo efecto inhibidor sobre la pérdida de sangre (958,76 + 31,91 ul, n =
9), mientras que el tratamiento con 0,3 mg/kg y 1 mg/kg dio como resultado una inhibicion de la pérdida de sangre
de 870,36 £ 53,92 pl y 802,62 52,92 pl, respectivamente (n = 10 para cada dosis). No se puedo determinar un valor
preciso para DE50 para este estudio, debido a la toxicidad observada para dosis elevadas de FXa natural.

En un estudio posterior, la dosis maxima tolerada (MTD) de FXa natural se determind en 0,125 mg/kg. Un estudio
posterior estudid la coagulacion después de una sola dosis de 0,1 mg/kg. En este experimento, el tratamiento con
FXa natural no tuvo efecto inhibidor sobre la pérdida de sangre, en comparacién con el grupo tratado solo con
tampodn (890,14 + 23,97 pl a 914,03 + 23,48 ul (grupo del tampon, n = 15; grupo de dosis, n = 10). El andlisis
estadistico usando Kruskall-Wallis seguido por la prueba posterior de Dunn (experimento de respuesta a la dosis) y
una prueba de Mann-Whitney (experimento en monodosis) respectivamente, demostraron que no habia inhibicién
significativa de la pérdida de sangre con FXa natural a 0,1 mg/kg.

2. Estudios de respuesta a la dosis que evallan laa ctividad coagulante de FXa-1195L (116L)

La respuesta a la dosis del efecto procoagulante del mutante de FXa 1195L (116L de acuerdo con la numeracion de
quimiotripsina) se estudié en ratones FVIII" como se ha descrito anteriormente. En el primer andlisis, la pérdida de
sangre en el grupo de los animales que recibieron solamente tamp6n (MES 5 mM pH 6, NaCl 100 mM) fue 930,74 +
16,33 ul (n = 9). El tratamiento con FXa-1195L (116L) a 0,2, 0,6 y 2 mg/kg dio como resultado una inhibicién
significativa de la pérdida de sangre: 717,34 + 41,34 pl (n = 8), 704,93 + 46,45 ul (n = 10), y 488 + 95,65 pl (n = 11),
respectivamente (p < 0,05 usando Kruskal-Wallis seguido por la prueba posterior de Dunn).

En un segundo ensayo, la pérdida de sangre en el grupo tratado solamente con tampén 910,85 +23,79 ul (n = 12). El
tratamiento con FXa-1195L (116L) a 0,46 mg/kg dio como resultado una inhibicién no significativa de la pérdida de
sangre (828,24 + 36,79 pl; n = 8). Sin embargo, el tratamiento con FXa-1195L (I116L) a dosis crecientes de 1,53 y
4,58 mg/kg dio como resultado una inhibicion significativa de la pérdida de sangre: 690,99 +41,88 ul (n =9) y 121,62
+ 76,52 ul (n = 7), respectivamente, en comparacion con el grupo del control (p < 0,05 usando Kruskal-Wallis
seguido por la prueba posterior de Dunn).
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3. Estudios de respuesta a la dosis que evaltan laa ctividad coagulante de FXa-V196S (V17S)

La respuesta a la dosis del efecto procoagulante del mutante de FXa-V196S (V17S de acuerdo con la numeracion
de quimiotripsina) se estudié en ratones FVII", usando los métodos anteriores. En el primer ensayo, la sangre
perdida en el grupo de control de animales, que reciben Tampén (MES 5 mM pH 6, NaCl 100 mM) solamente fue
855,94 + 62,55 pl (n = 9). El tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 0,7 y 2,33 mg/kg dio como resultado una
inhibicién no significativa de la pérdida de sangre en comparacién con el grupo del control: 737,16 + 21,75 ul (n = 8)
y 614,38 £ 75,13 pul (n = 8), respectivamente. Una mayor dosis de FXa-V196S (V17S) a 6,98 mg/kg, sin embargo, dio
como resultado una inhibiciéon significativa de la pérdida de sangre en comparacion con el grupo tratado solamente
con tampon (151,51 + 32,43 pl (n = 7); p < 0,05 usando Kruskal-Wallis seguido por la prueba posterior de Dunn).

En un segundo ensayo, la pérdida de sangre en el grupo tratado solamente con tampén 877,36 +41,7 ul (n = 8). El
tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 0,7 mg/kg dio como resultado una inhibicién no significativa de la pérdida de
sangre (532,80 £ 53,34 pl; n = 9); mientras que el tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 2,33 y 6,98 mg/kg condujo a
una inhibicion de la pérdida de sangre que fue significativa en comparacion con el grupo tratado solamente con
tampon (189,66 + 40,14 pul (n = 8) y 89,28 + 14,46 pl (n = 7), respectivamente; p < 0,05 usando Kruskal-Wallis
seguido por la prueba posterior de Dunn).

En un tercer ensayo, la pérdida de sangre en el grupo tratado solamente con tampén 1018,82 +27,13 pl (n = 9). El
tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 0,7 mg/kg dio como resultado una inhibicién no significativa de la pérdida de
sangre (760,27 + 25,92 pl, n = 9). El tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 2,33 y 6,98 mg/kg condujo a una
inhibicién de la pérdida de sangre que fue significativa en comparacién con el grupo tratado solamente con tampén
(414,06 £61,89 pl (n =9) y 187,24 £ 25,08 pl (n = 9), respectivamente; p < 0,05 usando Kruskal-Wallis seguido por
la prueba posterior de Dunn).

4. Estudios de respuesta a la dosis que evallan laa ctividad coagulante de FXa a temperatura reducida

La actividad de coagulacion de FXa-V196S (V17S) también se evalu6 a temperatura ambiente de 72-74 °F (22,2-
23,3 °C), mientras que los experimentos anteriores (Ejemplo 8A1-3) se habia realizado a una temperatura ambiente
de 82 °F (27,8 °C). En la primera evaluacion, la pérdida de sangre en el grupo tratado solamente con tamp6n 939,93
+19,12 pl (n = 9). El tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 0,7 mg/kg produjo una reduccidn no significativa de la
pérdida de sangre (798,71 + 26,04 pul; n=9), mientras que el tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 2,33 y 6,98 mg/kg
condujo a reducciones significativas de la pérdida de sangre que fue significativa en comparacion con el grupo
tratado solamente con tampoén (502,48 + 93,31 ul (n = 8) y 141,81 + 30,37 ul (n = 9), respectivamente; p < 0,05
usando Kruskal-Wallis seguido por la prueba posterior de Dunn).

En una segunda evaluacion a temperatura ambiente de 72-74 °F (22,2-23,3 °C), la pérdida de sangre en el grupo
tratado solamente con tampén 977,42 20,61 pl (n = 9). El tratamiento con FXa-V196S (V17S) a 0,7 mg/kg dio como
resultado una reduccién no significativa de la pérdida de sangre (690,52 + 79,41 ul; n = 10). El tratamiento con FXa-
V17S a 2,33 y 6,98 mg/kg condujo a una inhibicion significativa de la pérdida de sangre en comparacion con el grupo
tratado solamente con tampé6n (305,74 £ 70 ul (n = 10) y 152,42 + 37,44 ul (n = 10), respectivamente; p < 0,05
usando Kruskal-Wallis seguido por la prueba posterior de Dunn).

Las actividades de coagulacion de otros polipéptidos de FXa se determinaron como se ha descrito anteriormente a
temperatura ambiente de 72-74 °F (22,2-23,3 °C). Los valores de DEs, calculados usando regresion no lineal, para
los polipéptidos de FXa estudiados, se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26 Valores de DE 5 de respuesta a la dosis

. Mutacion (Numeracion de [n/grupo/exp N DES0 .
Mutante (Numeracion de maduro) L (expts | promedi
quimiotripsina) t

) _|o (mg/kg)
1195L 116L 7-12 2 2,5
V196S V17S 7-10 5 2,0
G114N/V196S G[114]N/V17S 8-10 2 1,4
D95N/D97S/V196S D[95]N/D[97]S/V17S 8-10 2 >3
E82S/V196S E[82]S/V17S 8-10 2 >3
G197S G18S 8- 10* 2 0,7
K338A K156A 7-10 3 1,9
K338S K156S 7-10 2 1,6
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Tabla 26 Valores de DE s de respuesta a la dosis

. Mutacion (Numeracion de |n/grupo/exp N DES0 .
Mutante (Numeracion de maduro) L (expts | promedi
quimiotripsina) t
) |0 (mg/kg)
V196S/1211S/G219H \V17S/132S/G40H 7-10 3 2,5
1195L/1211S/G219H 116L/132S/G40H 8-9 3 1,7
V196S/R332A V17S/R150A 8-10 2 0,2
'V196S/R332D V17S/R150D 8-10 3 0,08
V196S/R332S V17S/R150S 8-9 3 0,1
V196S/R332G \V17S/R150G 8-10 5 0,2
V196S/ K338A V17S/K156A 8 1 7,9
'V196S/K338S V17S/K156S 8-10 1 >5
\V196S/E264N/E266S V17S/E84AN/E86S 8-10 2 2,7
\V196S/R243N/K245S V17S/R63N/K65S 8-10 2 >3
'V196S/I1211S/G219H/E264N/E266S V17S/I132S/G40H/E84N/EB6S 9-10 2 2,1
D119N/G121S/V196S/1211S/G219H/K388 |D[119]N/G[121]S/V17S/132S/G40H/K204 8- 10 2 >3
N

N

* = El grupo de dosis mas grande del experimento 2 tuvo solamente 3 animales, se observaron muertes con esta

dosis.

Aunque seran evidentes modificaciones para los expertos en esta materia, se pretende que la presente invencién
esté limitada solamente por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

157



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 083 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido del Factor Xa (FXa) activo modificado aislado, que comprende una sustitucion de aminoéacido en
una posicion que corresponde a la posicién 196 y en una posicion que corresponde a la posicion 332 en un
polipéptido de FXa sin modificar con referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID
NO:134, en donde:

las posiciones de aminoacidos correspondientes se determinan por alineacion con la SEQ ID NO:134;

la sustitucion en la posicion 196 es con un resto de aminoacido polar neutro que es serina (S) o treonina (T);

la sustitucion en la posicion 332 es Alanina (A), Aspartato (D), Glutamato (E), Serina (S) o Glicina(G);

el FXa sin modificar comprende una cadena ligera que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que consiste en la secuencia de aminoacidos
gue se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134, en donde:

el FXa modificado presenta al menos una dependencia del cofactor de FVa aumentada 50 veces en
comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que no contiene la sustitucién de aminoéacido; y

el FXa modificado comprende dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece,
catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, o veinte sustituciones de aminoacidos en
comparacién con el polipéptido de FXa sin modificar.

2. El polipéptido de FXa modificado aislado de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido de FX modificado
comprende una sustitucion de aminoacido con S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196 con referencia a
las posiciones de aminoacido que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la misma sustitucién de aminoacido en un
resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FXa sin modificar que no comprende S en la posicién
correspondiente a 196.

3. El polipéptido de FXa modificado aislado de la reivindicacién 1 o 2 en donde el FXa modificado presenta al menos
una dependencia del cofactor FVa aumentada 75 veces en comparacion con el polipéptido de FXa sin modificar que
no contiene la sustitucion de amino&cido.

4. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende solamente
una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez sustitucién(ones) de aminoéacidos, en comparacién con el
polipéptido de FXa sin modificar de la misma forma.

5. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas
sustitucién(ones) de aminodcidos seleccionadas entre sustitucién(ones) de aminoacidos con:

S en una posicién que corresponde a la posiciéon 211; D en una posicién que corresponde a la posicién 214; A en
una posicidon que corresponde a la posicion 214; S en una posiciéon que corresponde a la posicion 214; R en una
posicion que corresponde a la posicion 216; K en una posicién que corresponde a la posiciéon 216; A en una posicién
que corresponde a la posicién 216; S en una posicidon que corresponde a la posicion 216; R en una posicién que

corresponde a la posicion 218; K en una posicion que corresponde a la posicion 218; A en una posicién que
corresponde a la posicién 218; H en una posicidbn que corresponde a la posicién 219; A en una posicion que
corresponde a la posicion 273; E en una posicién que corresponde a la posicidon 273; A en una posiciéon que
corresponde a la posicion 276; E en una posicién que corresponde a la posicidon 276; E en una posicion que
corresponde a la posicion 306; S en una posicién que corresponde a la posicion 326; T en una posicion que
corresponde a la posicion 326; V en una posicién que corresponde a la posicién 326; Q en una posicién que
corresponde a la posicién 326; N en una posicion que corresponde a la posicién 326; M en una posicién que
corresponde a la posicion 326; K en una posicion que corresponde a la posicion 326; Y en una posicién que
corresponde a la posicion 326; E en una posicion que corresponde a la posicion 326; D en una posicién que
corresponde a la posicion 326; A en una posicién que corresponde a la posicidon 338; S en una posicion que
corresponde a la posicién 338; N en una posicién que corresponde a la posicion 338; R en una posicion que
corresponde a la posicion 338; V en una posicién que corresponde a la posiciéon 338; Y en una posicion que
corresponde a la posicién 338; M en una posicién que corresponde a la posicion 338; A en una posicion que
corresponde a la posicion 420; E en una posicion que corresponde a la posicion 420; A en una posicién que
corresponde a la posicion 424; y E en una posicion que corresponde a la posicion 424, con referencia a las

posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s) sustitucion(ones) en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FXa sin modificar.

6. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende
sustitucién(ones) de aminodcidos seleccionadas entre sustitucién(ones) de aminoacidos con:

S en una posicién que corresponde a la posicién 196, S en una posicién que corresponde a la posicion 211 y H
en una posicién que corresponde a la posicion 219;

S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196 y D en una posicion que corresponde a la posicion 214;

S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y A en una posicién que corresponde a la posicion 214;

S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y S en una posicién que corresponde a la posicion 214;
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S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y R en una posicién que corresponde a la posicion 216;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y K en una posicion que corresponde a la posicién 216;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y A en una posicion que corresponde a la posicién 216;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y S en una posicion que corresponde a la posicién 216;
S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196 y R en una posicion que corresponde a la posicion 218;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y K en una posicién que corresponde a la posicion 218;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y A en una posicién que corresponde a la posicion 218;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y E en una posicién que corresponde a la posicion 273;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y A en una posicion que corresponde a la posicién 273;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y A en una posicion que corresponde a la posicién 276;
S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196 y E en una posicion que corresponde a la posicién 276;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y E en una posicion que corresponde a la posicién 306;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y E en una posicién que corresponde a la posicion 326;
S en una posicién que corresponde a la posiciéon 196 y D en una posicion que corresponde a la posicion 326;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y M en una posicién que corresponde a la posicién 326;
S en una posicién que corresponde a la posicion 196 y N en una posicion que corresponde a la posicion 326;
S en una posicion que corresponde a la posicién 196 y Q en una posicion que corresponde a la posicion 326;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y A en una posicion que corresponde a la posicién 332;
S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196 y D en una posicién que corresponde a la posicion 332;
S en una posicion que corresponde a la posicidon 196 y E en una posicion que corresponde a la posicién 332;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y S en una posicién que corresponde a la posicion 332;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y G en una posicién que corresponde a la posicion 332;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y A en una posicién que corresponde a la posicion 338;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y S en una posicién que corresponde a la posicion 338;
S en una posicién que corresponde a la posicién 196 y A en una posicién que corresponde a la posicion 420;
S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196 y E en una posicion que corresponde a la posicién 420;
S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196 y A en una posicion que corresponde a la posicién 424;
S en una posicion que corresponde a la posiciéon 196 y E en una posicion que corresponde a la posicién 424;y
S en una posicién que corresponde a la posicién 196, E en una posicion que corresponde a la posicion 420 y E
en una posicién que corresponde a la posicion 424, basandose en la numeracion del maduro con referencia a las
posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134 o la misma sustitucion de aminoacido en un
resto de aminodacido correspondiente en el polipéptido de FXa sin modificar.

7. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende
sustitucién(ones) de aminoacido(s) con S en una posicidon que corresponde a la posiciéon 196 y A en una posicion
gue corresponde a la posicion 332, basandose en la numeraciéon del maduro con referencia a las posiciones de
aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134 o la misma sustitucion de aminoacido en un resto de
aminoacido correspondiente en el polipéptido de FXa sin modificar.

8. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende
sustitucién(ones) de aminodacido(s) adicional(es) que altera(n) la glicosilacion mediante la introduccion de un sitio de
glicosilacion no nativo.

9. El polipéptido de FXa modificado aislado de la reivindicaciéon 8, en donde el sitio de glicosilacion no nativo se
introduce mediante sustitucion(ones) de aminoacido(s), en donde la sustitucion de aminoacidos se selecciona entre
sustitucién(ones) de aminoacidos con:

N en una posicién que corresponde a la posicion 51;

N en una posicién que corresponde a la posicién 56 y S en una posicion que corresponde a la posicion 58;

N en una posicién que corresponde a la posicién 62 y S en una posicién que corresponde a la posicion 64;

N en una posicién que corresponde a la posicién 65 y S en una posicién que corresponde a la posicion 67;

N en una posicién que corresponde a la posicién 67;

N en una posicién que corresponde a la posicién 73 y S en una posicién que corresponde a la posicion 75;

N en una posicién que corresponde a la posicién 75y S en una posicion que corresponde a la posicion 77;

N en una posicién que corresponde a la posicién 77 y S en una posicion que corresponde a la posicion 79;

N en una posicién que corresponde a la posicién 78 y S en una posicion que corresponde a la posicion 80;

S en una posicién que corresponde a la posicién 82;

N en una posicién que corresponde a la posicion 83;

N en una posicién que corresponde a la posicién 82 y S en una posicién que corresponde a la posicion 84;

N en una posicién que corresponde a la posicién 85 y S en una posicién que corresponde a la posicion 87;

N en una posicién que corresponde a la posicién 86 y S en una posicién que corresponde a la posicion 88;

N en una posicién que corresponde a la posicién 95 y S en una posicién que corresponde a la posicion 97;

N en una posicién que corresponde a la posicion 114;

N en una posicion que corresponde a la posicion 119 y S en una posicion que corresponde a la posicion 121; S
en una posicién que corresponde a la posicion 122;

N en una posicién que corresponde a la posicién 215 y S en una posicién que corresponde a la posicion 217;
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N en una posicidn que corresponde a la posicién 243 y S en una posicion que corresponde a la posicion 245;

N en una posicidn que corresponde a la posicién 264 y S en una posicion que corresponde a la posicion 266;

N en una posicidn que corresponde a la posicién 293 y S en una posicidon que corresponde a la posicion 295;

N en una posicion que corresponde a la posicién 388;

N en una posicién que corresponde a la posicién 389 y S en una posicién que corresponde a la posicion 391;

N en una posicién que corresponde a la posicién 428 y S en una posicién que corresponde a la posicién 430; y

N en una posicién que corresponde a la posiciéon 429 y S en una posicién que corresponde a la posicion 431, con
referencia a las posiciones de aminoacidos que se muestran en la SEQ ID NO:134, o la(s) misma(s)
sustitucién(ones) en un resto de aminoacido correspondiente en el polipéptido de FXa sin modificar.

10. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el polipéptido de
FXa sin modificar se selecciona entre:

a) un polipéptido de FX activo (FXa) que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134; o

b) una forma cataliticamente activa de a).

11. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el polipéptido de
FXa modificado contiene una cadena pesada y ligera y consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-
448 de la SEQ ID NO:134.

12. El polipéptido de FXa modificado aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende una
secuencia de aminodacidos seleccionada entre:

a) una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos
1-139 y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-
448 de cualquiera de las SEQ ID NOS:224-228; y

b) una forma cataliticamente activa de a) que incluye las sustitucién(ones) de aminoacidos y presenta actividad
catalitica.

13. Un polipéptido del Factor X (FX) modificado, que comprende un polipéptido de FXa modificado de cualquiera de
las reivindicaciones 1-12.

14. El polipéptido de FX modificado de la reivindicacion 13, que comprende sustituciones de aminoacidos con S en
la posicion 196 y A en la posiciéon 332, con referencia a las posiciones de aminoacidos en el polipéptido de FX
maduro de la SEQ ID NO:134.

15. El polipéptido de FX modificado de la reivindicacién 13, en donde el polipéptido de FX sin modificar se selecciona
entre:

a) un polipéptido de FX zimégeno que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-448 de la SEQ ID NO:134;

b) un polipéptido de FX activo (FXa) que comprende una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos que se muestra como los restos 1-139 de la SEQ ID NO:134, y una cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 195-448 de la SEQ ID NO:134;y

c¢) una forma cataliticamente activa de b).

16. El polipéptido de FX modificado de la reivindicacién 13, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

a) una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NOS:224-228; y
b) una secuencia de aminoacidos que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos
1-139 y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra como los restos 143-
448 de cualquiera de las SEQ ID NOS: 224-228.

17. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 13-16 que es un polipéptido zimdgeno.

18. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 13-16 que es un polipéptido bicatenario.

19. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 13-16 que es un polipéptido
monocatenario.
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20. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 13-16 que esta activado.

21. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 o el polipéptido de FX modificado de
cualquiera de las reivindicaciones 13-20, en donde solo la secuencia primaria esta modificada.

22. El polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 o el polipéptido de FX modificado de
cualquiera de las reivindicaciones 13-21, que comprende ademas una modificacion quimica o una modificacién
posterior a la traduccion.

23. El polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX de la reivindicacion 22, en donde el polipéptido de FXa
modificado o el polipéptido de FX esta glicosado, carboxilado, hidroxilado, sulfatado, fosforilado, albuminado, o
conjugado a un resto de polietilenglicol (PEG).

24. Una molécula de acido nucleico, que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido de
FXa modificado o un polipéptido de FX de cualquiera de las reivindicaciones 1-23.

25. Un vector, que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 24.

26. El vector de la reivindicacion 25, en donde el vector es un vector procariota, un vector virico, 0 un vector
eucariota.

27. El vector de la reivindicacién 25 o de la reivindicaciéon 26, en donde el vector es un vector de mamifero.

28. Una célula aislada, que comprende el vector de cualquiera de las reivindicaciones 25-27.

29. La célula de la reivindicacion 28, que es una célula eucariota.

30. La célula de la reivindicacion 29, en donde la célula eucariota es una célula de mamifero.

31. Un método para producir un polipéptido de FXa modificado o un polipéptido de FX modificado, que comprende:

cultivar la célula de cualquiera de las reivindicaciones 28-30 en condiciones en las que la célula expresa el
polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX modificado; y
recuperar el polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX modificado.

32. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 28-30, en donde la célula expresa el polipéptido de FXa
modificado o el polipéptido de FX modificado.

33. Una composicién farmacéutica, que comprende el polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX
modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-23 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

34. El polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-23
para su uso en el tratamiento de un trastorno de la coagulacion.

35. El polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX modificado de la reivindicacion 34, en donde el trastorno
de la coagulacion se selecciona entre un trastorno debido a una deficiencia de un factor de coagulacion, un trastorno
debido a la presencia de inhibidores adquiridos de un factor de coagulacion, un trastorno hematolégico, un trastorno
hemorragico, una enfermedad de Von Willebrand, un trastorno que es el resultado de una terapia anticoagulante con
un antagonista de la vitamina K, trastornos plaquetarios hereditarios, deficiencia de vitamina K ep6xido reductasa
C1, deficiencia de gamma-carboxilasa, hemorragia asociada con trauma, lesién, trombosis, trombocitopenia,
accidente cerebrovascular, coagulopatia, coagulacion intravascular diseminada (DIC), sindrome de Bernard Soulier,
tromblastemia de Glanzman y deficiencia de almacenamiento del combinado plaquetario.

36. El polipéptido de FXa modificado o el polipéptido de FX modificado de la reivindicacion 34 o 35, en donde el
trastorno de la coagulacion se selecciona entre hemofilia A, hemofilia B o hemofilia C.
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GKACIPTGPYPCGKOTLERRKRSVAQATSSSGEAFDSITWKPYDAARDLDPTENPFDLLDE
GKACIPTGPYPCGKQTLERRKREVAQATNSSCEGPDS ITWKPYDAADLDPTENFPFDLLDF

KEEREEEXELARA LA AL AR I L AR I A AAL KA hh AR A A IR A A AR R AR IR IR IR IR I AR AR
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Figura 3l
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Figura 3J
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Figura 3K
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