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.. INTRODUCCION '

Soren Kierkegaard (1813-1855)

“” La vida solo puede ser entendida mirando ha
atras, pero ha de ser vivida mirando hacia
delante”.




EVOLUCION DEL TRATAMIENTO

rFVIll FREE OF HUMAN AND
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NUEVOS FACTORES DE LA COAGULACION

TERAPIAS
SUSTITUTIVAS (EHL)

TERAPIAS NO
SUSTITUTIVAS




METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA MEDIA

Union a

Union a
albumina

Modificacion
secuencia Polisializacion
proteica



AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: PEGILACION

Unid n covalente de polietilenglicol (PEG)
a una proteina

El PEG son estructuras hidrofi licas line
de polieterdiol de varios pesos moleculare

PEGILACION ALEATORIA O “RANDOM ”: uni6n a los residuos de lisina
PEGILACION DIRIGIDA: através de un sitio de unién especifico a residu

cisteina libres o a traves de ingenieria proteica



AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: PEGILACION

" Aumento del tamafio de la proteina
" Disminuye su filtracion glomerular

" Reduce la interaccion con receptores
(LRP1y LDLR) hepéaticos

" Protege de las proteasas

" Aumento de la vida media



AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: PEGILACION

| Unién del FVIII/FIX a una molécula de PEG de 20-60
kDa

%

FVIIl (BAY 94-9027, damactocog alfa pegol), 60 kDa

FVIIl (N8-GP, turoctocog alfa pegol), 40 kDa

FVIIl (BAX8585, rurioctocog alfa pegol), 20 kDa

FIX (N9-GP, nonacog beta pegol), 40 kDa

I ‘




AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: PEGILACION DIRIGIDA

BAY 94-9027, damactocog alfa pegol |

® Factor VIII BDD modificado con la
introduccion
de un residuo de cisteina en el aminoacido
1804

" Conjugado con 60 kDa de PEG

Coyle TE. J Thromb Haemost. 2014 Apr;12(4):488-96



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: PEGILACION DIRIGIDA

N8-GP. turoctocogq alfa pegol |

" FVIlIr pegilado con una molécula de 40 kDa de PEG
® E| PEG se une a una secuencia de 21 aminoacidos del dominio B

" Durante la activacion por la trombina el dominio B es escindido y permi
formacion de FVIII activado

Stennicke HR et al. Blood. 2013 Mar 14;121(11):2108
Tiede A et al. 3 Thromb Haemost. 2013; 11: 670-8



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: PEGILACION “ALEATORIA”

BAX855, rurioctocog alfa pegg

" Molécula completa de FVlIlIr a la que se unen dos moléculas de PEG de
20 kDa

" Uniodn a lisinas expuestas en la superficie del dominio B

t¥21,3-1,5 veces mayor que
Advate®

Factor VIIl Activity [ILVdL)
3

Time [h]

Konkle BA et al. Blood 2015; 126(9): 1078-85
Mullins ES et al. Haemophilia 2017: 23(2): 238-46



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: PEGILACION

0)
VIDA MEDIA (h) ACLARAMIENT 1 I=MPO a1

PRODUCTO (rango) O (mL/h/kg) DOSISISO Ul/kg
(dias)
BAY94-9027 19 1.4 5
(13.7-28.1) '
19
N8-GP (11.6-27.3) 1.4 6.5
BAX855 14-16 2.47 4

Peyvandi F. J Thromb Haemost. 2016 Nov;14(11):2095-2106



FVIII PEGILADO: RESULTADOS EN PROFILAXIS

PRODUCT ENSAYO FASE 3 (PTP) ABR APROBACION
O

] 30-40 Ul/kg (2v/s) 1.9-4.1
9%2\7(94 45-60 Ul/kg/5d 1.9
60 Ul/kg/7d 0.96

12-65 afios: 50 Ul/kg cada 4 133

N8-GP dias 1'95
<12 afos: 50-75 Ul/kg (2v/s) '

BAX8E5 12-65 afios: 45 £ 5 Ul/kg (2v/s) 1.9 EMA 2017 (Adynovi
<12 anos:50 = 10 Ul/kg (2v/s) 3.04 ®)

Reding MT. . J Thromb Haemost. 2017 Mar;15(3):411-19
Meunier S. Thromb Haemost. 2017 Aug;117(9):1705-1713
Mullins ES. Haemophilia 2017 Mar; 23(2): 238-46



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FIX: PEGILACION DIRIGIDA

N9-GP. nonacog beta pegoﬁ

" Es un FIXr en el que una molécula de PEG
de 40 kDa se une al péptido de activacion

" Cuando el N9-GP es activado por el FXla,
el péptido de activacion es escindido dejando
la forma completa de la molécula de FIXa

Activation
at site of injury

ks

Ostergaard et al. Blood 2011;118(8):2333-234



N9-GP, NONACOG BETA PEGOL

2011,;118(10):2695-2701

Enhanced pharmacokinetic properties of a glycoPEGylated recombinant factor
[X: a first human dose trial in patients with hemophilia B

Claude Negrier,! Karin Knobe,2 Andreas Tiede,? Paul Giangrande,* and Judi Moss®

0.8

®"Vida media de 93 h

Treatment ]
@ N9-GP mt125 veces superior al FIX
—@— pdFIX
—A— rFIX . _
"Recuperacion 94% y 20% superior al

FIXr y FIXp

FIX Activity, lU/mL

5 2% 4 e s 10 130 1o 10 10 mTlempo 1% tras dosis 50 Ul/kg: 22 dias

Time, h



N9-GP, NONACOG BETA PEGOL

CLINICAL TRIALS AND OBSERVATIONS

Recombinant long-acting glycoPEGylated factor IX in hemophilia B:
a multinational randomized phase 3 trial
Peter W. Collins,’ Guy Young,® Karin Knobe,® Faraizah Abdul Karim,® Pantep Angchaisuksiri,” Claus Banner,®

Tirkiz Girsel,” Johnny Mahlangu,? Tadashi Matsushita,” Eveline P. Mauser-Bunschoten,'® Johannes Oldenburg, '’
Christopher E. Walsh,'® and Claude Negrier,'® for the paradigm 2 Investigators (Bjood. 2014;124(26):3880-3886)

Profilaxis '
e - ABR: 1,04
Profilaxis « ABR: 2,93

10 Ul/kg cada 7 d
3

Demanda - ABR: 15,58




N9-GP, NONACOG BETA PEGOL

EUROPEAR
SCIENCE

EMA/212538/2017
EMEA/H/C/D04178

Resumen del EPAR para el piblico general

Refixia
nonacog beta peqgol

El presente documento resume 2l Informe Pablico Europeo de Evaluacion (EPAR) para Refixia. En el se
explica como la Agencia ha evaluado el medicamenta v ha emitide un dictamen favorable 2 la
autorizacion de comerdalizacion en la UE v sus condiciones de uso. No st destinado a proporcionar

consejos practicos sobre como utilizar Refixia.




METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA MEDIA

. . Union a la Union a _ _
Vida rr]edla s e Fe-lgG1 Vida media
20 dias . 3 3 semanas




AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: UNION A Fc-IgG1

Neonatal intestinal lumen (acidic pH) b ol
¢ §.. ’a( Ma'ﬁ"f':"?" B " Interaccion con el receptor
o] \(; Wa o) 00 (““m By N ; Fc neonatal
| I ) "'! ‘ )—llnle'nallzallonf ) (] \J ( Y \;
N i \</- . ® FcRn presente en células
e \. il > AV ey endoteliales, macréfagos,
4\ S em: monocitos etc.
) AN [ j::m ' o
" La proteina es internalizada
| ot i hysologicalpH dentro de la célula endotelial
i por pinocitosis: endosoma

Roopenian DC et al. “FcRn: the neonatal Fc receptor comes of age”. Nature Reviews Immunology 2007; 7, 715-25
Czajkowsky DM et al. “Fc-fusion proteins: new developments and future perspectives”. EMBO molecular medicine. 2012; 4:101



AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: UNION A Fc-IgG1

Blood (physiological pH) &
FeRn S\
Serum A&G IgG dissociates
protein at physiological pH

Recycling
endosome

" El endosoma es acidificado para favorecer la
unidn de la proteina de fusion Fc al receptor
( rcidfed v W— FcRn y continuar su ciclo hacia la superficie celula

endosome

FcRn binds
1gG in
acidified
endosome

e " La proteina de fusion Fc es liberada a la circulacior

Non-receptor bound proteins
complexes

are degraded in the lysosome bajo Cond|C|oneS de pH neutro

® Las proteinas de fusion escapan de la degradacion
yosome | de los lisosomas

Monocyte or
endothelial cell

Roopenian DC et al. “FcRn: the neonatal Fc receptor comes of age”. Nature Reviews Immunology 2007; 7: 715-25
Czajkowsky DM et al. “Fc-fusion proteins: new developments and future perspectives”. EMBO molecular medicine. 2012; 4:101



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: UNION A Fc-IgG1

o ol A

metal ion-mediated non-covalent bond

T glycosylated asparagine @ sulfated tyrosine 1 disulfide bridge | free cysteine



rFVIIIFc, EFMOROCTOCOG ALFA

2014,,123(3): 317-325

Phase 3 study of recombinant factor VIII Fc¢ fusion protein in severe
hemophilia A

Johnny Mahlangu,! Jerry S. Powell,® Margaret V. Ragni, Pratima Chowdary,* Neil C. Josephson,® Ingrid Pabinger,®
Hideji Hanabusa,” Naresh Gupta,” Roshni Kulkami,? Patrick Fogarty,'® David Perry,'! Amy Shapiro,’® K. John Pasi,'®
Shashikant Apte,™® Ivan Nestorov,'® Haiyan Jiang,"® Shuanglian Li,'® Srividya Neelakantan,'® Lynda M. Cristiano,*®
Jaya Goyal,"® Jurg M. Sommer,'® Jennifer A. Dumont,'® Nigel Dodd,'® Karen Nugent,'® Gloria Vigliani,'® Alvin Luk, '
Aoife Brennan,'® and Glenn F. Pierce,' for the A-LONG Investigators

Vida media de 19 h

-
o
o

M rFVIIl-Fc, 25 IU/kg
@ rFVIIl, 25 1U/kg

M rFVIll-Fc, 65 IU/kg
@ rFVIIl, 65 1U/kg

t1/21,7 veces superior al rFVIII

" Tiempo 1% tras dosis 50 Ul/Kkg:
4.9 dias (3.3 dias rFVIII)

0 48 96 144 192 240 0 4'3 gé 14'4 192 2:10
Time After Start of Infusion, h Time After Start of Infusion, h

Plasma FVIII Activity, 1U/dL
Plasma FVIII Activity, IU/dL

Profilaxis 25-65 Ul/kg/3-5 dias

v ABR: 1.6



rFVIIIFc, EFMOROCTOCOG ALFA

ES AGENCY

PG I N ES BT B

EUROPEA '

I ENCE M E

EMA/660642/2015
EMEA/H/C/003964

ELOCTAY

efmoroctocog alfa
(recombinant human coagulation factor VIII,
Fe fusion protein)

Resumen del EPAR para el piiblico general

Elocta
efmoroctocog alfa

El presente documento resume el Informe Plblico Europeo de Evaluacién (EPAR) de Elocta. En €l se
explica como la Agencia ha evaluado dicho medicamento y emitido un dictamen favorable a la
autorizacion de comercializacion en la UE y sus condiciones de uso. No esta destinado a proporcionar
consejos practicos sobre como utilizar Elocta.




AUMENTO VIDA MEDIA FIX: UNION A Fc-IgG1

rFIXFc, eftrenonacog

- -

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

‘ ORIGINAL ARTICLE 20131369 2313_23

Phase 3 Study of Recombinant Factor IX
Fc Fusion Protein in Hemophilia B

K " Vida media: 82.1 h

E =i rFIX

@ —e— rFlXFc . .

3 " Tiempo 1% tras dosis 50 Ul/kg: 11.2
N - s g g2 dias

- - 1

= 0 I El{) I liﬂ I lél?’() I 24'40 I 3(|)0

Hours




rFIXFc, EFTRENONACOG ALFA

Thromb Haemost 2017; 117: 508-518

Haemostasis Long-term safety and efficacy of extended-interval prophylaxis
with recombinant factor IX Fc fusion protein (rFIXFc) in subjects with

haemophilia B

K. John Pasi'; Kathelijn Fischer’; Margaret Ragni’; Beatrice Nolan®; David ). Perry®; Roshni Kulkarni®; Margareth Ozelo”;
Johnny Mahlangu®; Amy D. Shapiro®; Ross I. Baker'®; Carolyn M. Bennett''; Christopher Barnes'?; Johannes Oldenburg'3;
Tadashi Matsushita'®; Huixing Yuan'*; Alejandra Ramirez-Santiago'; Glenn F. Pierce's; Geoffrey Allen's; Baisong Mei'*

Parent study B-YOND treatment group
Weekly Individualised Modified
prophylaxis  prophylaxis  prophylaxis
i =4 £=3 =17 = 20-100 Ul/kg/semanal
Average dosing interval (days), median (IOR)  7.0(7.0-7.0) BI01-140) 69(4.9-7.00
Average weekly prophylactic dose (IUfkg), 495(39.9-62.8) 502 (482-61.5) 61.7 (41.5-81.8) " 100 Ul/kg/8-16 dias
median (I0R)°
Kids B-LONG " Personalizada
<b years of age cohort N=9 - -

Average dosing interval (days), median {I0R) 7.0 (7.0-1.0)

Average weekly prophylactic dose {IUfkg), 64.4 (52.3-66.5)
median {IQR)®

b to <12 years of age cohort N=10 N=5 N=1f
Average dosing interval (days), median {IOR)  7.0(7.0-7.0) 10.0 (10.0-10.8) 4.

Average weekly prophylactic dose (IUfkg),  63.1 (59.7-64.7) 66,6 (63.3-69.5) 157.9
median {IQR)®




rFIXFc, EFTRENONACOG ALFA

EUROPEA '

CILENCE

ES AGENCY

|CINES Bl T H

EMA/171272/2016
EMEA/H/C/004142

5 ALPROLIX"

Resumen del EPAR para el publico general [Cuagulatlon Factor IX
(Recombinant), Fc Fusion Protein]

Alprolix

eftrenonacog alfa

El presente documento resume el Informe Publico Europeo de Evaluacion (EPAR) de Alprolix. En €l se
explica como la Agencia ha evaluado dicho medicamento y emitido un dictamen favorable a la
autorizacion de comercializacion en la UE y sus condiciones de uso. No estd destinado a proporcionar
consejos practicos sobre como utilizar Alprolix.




METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA MEDIA

Vida media Union a la
20 dias albumina




AUMENTO VIDA MEDIA DEL FIX: UNION A LA ALBUMINA

rIX-FP, albutrepenonacog |

- -

" La albdmina se une al factor FIX en su porcion C-terminal

" Mediante una zona de union que contiene una secuencia escindible idéntica a la
region de activacion del FIX

" Tras la activacion de la proteina de fusion, la aloumina y el péptido de unién son
escindidos formando una molécula activa de FIX

‘- -1l -

FIX AlbUumina

Thrombosis Research 2013; 131 Suppl 2: S6-8



rIX-FP, ALBUTREPENONACOG ALFA

FIX Activity (IU/dL)

Safety and pharmacokinetics of a novel recombinant fusion protein linking
coagulation factor IX with albumin (rIX-FP) in hemophilia B patients

90

80

70

e={ll=50 IU/kg rIX-FP (n=13)
=== 50 |U/kg rFIX (n=8)
=== 150 1U/kg pdFIX (n=4)
- = = 5% trough

60

________________________________________________________

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

Blood 2012; 120: 2405-11

Vida media 91,57 h

t1/25,3 veces superior al rFIX
Recuperacion 44% mayor
que el

rEIX

Recuperacion 29% mayor
que el pFIX



riIX-FP, ALBUTREPENONACOG ALFA

Coagalation ang Fbrinalysts

Long-acting recombinant fusion protein linking coagulation factor IX

with albumin (r1X-FP) in children
Resuits of 2 phase 2 triail

Gl anat"; Earvd Diombost?, Cheistoph Mase’, Thiamy Lambent®; Susmn Hallmeh’; Tatisna Chernova’; Mana Bisa Mancsa’
Jutia Cortin®; Chiesta Woigt'™, Sayan L™, irts Jaoo2s™; Elena Santagesting”; S FROLOMG-SFF imnestigator Study Groap*
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(3]
2016 127: 1761-1769
doi:10.1182/blood-2015-09-669234 originally published
online January 11, 2016

Long-acting recombinant coagulation factor IX albumin fusion protein
(rIX-FP) in hemophilia B: results of a phase 3 trial

Elena Santagostino, Ur Martinowitz, Toshko Lissitchkov, Brigitte Pan-Petesch, Hideji Hanabusa,
Johannes Oldenburg, Lisa Boggio, Claude Negrier, Ingrid Pabinger, Mario von Depka Prondzinski,
Carmen Altisent, Giancarlo Castaman, Koji Yamamoto, Maria-Teresa Alvarez-Roman, Christine
Voigt, Nicole Blackman and Inis Jacobs

La profilaxis administrada cada 1 o 2 semanas
reduce significativamente el nU  mero de episoc
hemorragicos



riIX-FP, ALBUTREPENONACOG ALFA

ESTUDIO DE EXTENSION FASE 3b (ensayo 3003)

Table 3 Efficacy of rIX-FP prophylaxis in controlling bleeding in an open-label phase 3b extension study (trial 3003) in previously treated male
patients with moderately severe to severe haemophilia B (defined as factor IX =2% IUML) [27]

Treatment regimen (no. of patents) Median weeks on treatment Annualized spontaneous bleeding rates

Median (10R) Modeled” (95% CI)

3 adolescents and adults aged =12-65 years

PRX q7d (19) 4.1 0.85 (0.00-2.90) 1.91 (1.09-3.36)
PRX q7d — PRX ql0d" (14) 929 0.00 (0.00-0.50) 031 (0144070
PRX q7d — PRX ql4d (39) 1 0.00 (0.00-1.24 0.88 (0.47-1.65)
PRX ql4d —+ PRX q21d° (10) 63.1 0.00 {0.00-0.00) 0.45 (0.07-2.98)
24 children aged <12 vears

PRX q7d (20} 593 000 (0.00-0.56) 0,70 (0.30-1.60
PEX q7d — PRX ql0d° (6) 1.6 .00 (0.00-3.06) 2,12 (0.56-3.02)
PRX q7d — FRX qldd° (8) 69.0 116 (0.00-2.63) 1.19 (0.56-2.54)

= Adultos/adolescentes: 45 de 52 pacientes (86.5%) cambiaron de profilaxis semanal a

cada 10 o 14 dias

= 10 pacientes adultos cambiaron el intervalo de cada 14 dias a cada 21 dias

= 14 nifos cambiaron de una profilaxis semanal a cada 10-14 dias

Lyseng-Williamson KA. Drugs. 2017 Jan;77(1):97-106



rIX-FP, ALBUTREPENONACOG ALFA

ES AGENCY {ID ELVION

TCINES HEALTH Coagulation Factor X Recombinant), AbuminFusion Prtein

EUROPEAR

SCTIENCE

EMA/196132/2016
EMEA/H/C/003955

Resumen del EPAR para el publico general ]

|PELVION®

{toagulation Factor
\Recombinant), |
ENhumin Fusion Proté!

IdEIV i'D n i’;'“lrawnnusnﬁﬂﬁm’:

only @l

albutrepenonacog alfa

El presente documento resume el Informe Publico Europeo de Evaluacion (EPAR) de Idelvion. En €l se
explica como la Agencia ha evaluado dicho medicamento y emitido un dictamen favorable a la
autorizacion de comercializacion en la UE y sus condiciones de uso. No esta destinado a proporcionar
consejos practicos sobre como utilizar Idelvion.




METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA MEDIA

Modificacion
de la secuencia
proteica




MODIFICACION DE LA SECUENCIA PROTEICA

FACTOR VII| RECOMBINANTE DE CADENA UNICA (Lonoctoco g alfa)
® FVIII sin dominio B

" Unidn covalente entre cadena pesada y ligera que hace que circule como
una sola cadena (single-chain FVIIl, CSL627)

®  Aumenta su unién al FVW

" Vida media 14.5 h; 1,4 veces superior al rFVIII

Zollner, SB. Thrombosis Research 2013;132: 280-287
Mahlangu J. Haemophilia 2016; 128: 630-637



LONOCTOCOG ALFA (rFVIII-Single-Chain): PROFILAXIS

2016 128: 630-637
doi:10.1182/blood-2016-01-687434 originally published
online June 21 2016

Efficacy and safety of rVIll-SingleChain: results of a phase 1/3
multicenter clinical trial in severe hemophilia A

Johnny Mahlangu, Kazimierz Kuliczkowski, Faraizah Abdul Karim, Oleksandra Stasyshyn, Marina V

Kosinova, Lynda Mae Lepatan, Aleksander Skotnicki, Lisa N. Boggio, Robert Klamroth, Johannes | ] 1 1 A . -
Oldenburg, Andrze) Hellmann, Elena Santagostino, Ross |. Baker, Kathelijn Fischer, Joan C. Gill, PrOfIIaXIS < 12 an OS . 30 50
Stephanie P'Ng, Pratima Chowdary, Miguel A. Escobar, Claudia Djambas Khayat, Luminita Rusen, ,

Debra Bensen-Kennedy, Nicole Blackman, Tharin Limsakun, Alex Veldman, Katie St. Ledger, Ingnd / d

Pabinger and for the AFFINITY Investigators U I kg y 2 O 3 IaS en

Semana

Journal of Thrombosis and Huemosiasis, 15: 636-644 DOL: 10.1111)jth. 13647

" Profilaxis >12 anos: 20-50
Safety, efficacy and pharmacokinetics of rVIiI-SingleChain in Ullkg 2 0 3 dlaS en semana

children with severe hemophilia A: results of a multicenter
clinical trial

O. STASYSHYN,® C. DJAMBAS KHAYAT t G. IOSAVA,f J. ONG,§ F. ABDUL KARIM,Y K. FISCHER,**
A.VELDMAN, 1+ N. BLACKMAN, {1 K. ST. LEDGER:f and |. PABINGER§S

*Institute of Blood Pathology and Transfusion Medicine, National Academy of Medical Sciences of Ukraine, Lviv, Ukraine; tLlebanon
Department of Pediatrics, Hotel Dieu de France Hospital, Beirut, Lebanon; $15C Scentific-Research institute of Hematolagy and
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LONOCTOCOG ALFA (rFVIII-Single-Chain)
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El presente documento resume el Informe Publico Europeo de Evaluacion (EPAR) de Afstyla. En &l se
explica como la Agencia ha evaluado el medicamento v ha emitido un dictamen favorable a |2
autorizacion de comerdalizacion en la UE y sus condiciones de uso. Mo esta destinado a proporcionar

consejos practicos sobre como utilizar Afstyla.




METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA MEDIA

Polisializacio
n




AUMENTO DE LA VIDA MEDIA: UNION AL ACIDO POLISIALICO

BAX826, octocog alfa |

® El &cido polisialico (PSA) son polimeros lineales de acido N-acetilneuraminico

®  Su union al FVIII reduce la union a los receptores LRP1 y se disminuye asi
la degradacion enzimatica de la proteina

" Estudio en animales demuestran que su vida media es 4 veces mayor que la de rFVIII

" Finalizado el ensayo clinico en fase 1 (pacientes hemofilia A grave)

40 e
Right Panel #1257 5 )

Left Panel ;"’y o’
’ 2

Pisal DS et al. Thromb Haemost. 2010;104:1073-107!
Knobe K et al. J Therapeutic advances in hematology
2012; 3:165-175




AUMENTO VIDA MEDIA DEL FVIII: RESUMEN

T, 14-19h; 1.4-1.6 veces

Producto Wiieel neelel (1) Mejora t Linea celular SR
(rango) He actual
BAY94-9027 (13_1;?;8_ N 1.6 BHK Fase Il
N8-GP (11_61_927_3) 1.6 CHO Fase Il
f\SXQ‘é?S 14.3-16.0 1.5 CHO Ag&zagglp?m
ot by 15 wmesn gop
(Brﬁ\);ﬁﬁgs A : : CHO Fase | finalizada
?:I]:Se\:/i:?gngle 14.5 1.4 CHO éﬂzb:r?%’fg

Mancuso ME, Santagostino E. Outcome of Clinical Trials with New Extended Half-Life FVIII/IX Concentrates. J Clin Med. 2017 Mar
28;6(4)



AUMENTO VIDA MEDIA DEL FIX: RESUMEN

T,, 82-93h; 4-5 veces

Vida media (h : .
Producto da media () Mejorat,, Linea celular
(rango)

Refixia® 93 5 CHO Aprobado por
(N9-GP) (85-111) EMA 2017
Alprolix® 82.1 ] Aprobado por
(rFIX-Fc) (71.4-94.5) 35 HEK293H EMA 2016
Idelvion® Aprobado por
(rFFIX-FP) 92-95 > CHO EMA 2016

Mancuso ME, Santagostino E. Outcome of Clinical Trials with New Extended Half-Life FVI1II/IX Concentrates. J Clin Med. 2017 MV



FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

!
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¢ QUE CAMBIOS NOS APORTARAN LOS FACTORE
DE VIDA MEDIA PROLONGADA EN LA PRA CTICA

1) ¢éSe reducira el n° de infusiones?
2) éSeradn mas eficaces?

3) ¢Desarrollo de inhibidores?



FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

¢, SE REDUCIRA EL NUMERO DE INFUSIONES EN HEMC

@ ) Fobroozor R warsozorr R avizorr
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FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

¢, SE REDUCIRA EL NUMERO DE INFUSIONES EN HEMC

@ ) Fobroozor R warsozorr R avizorr
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FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

. SERAN MAS EFICACES EN HEMOFILIA A?

Mayor AUC , menos sangrados subclinicos. Mayores niveles valle , menos sangrados

_ Cero Demanda: 1 infusién
Profilaxis

Producto sangrados para detener la

(ABR) !

(%) hemorragia

BAY94-9027 2.87 25 91%
N8-GP 1.33 40 84%
Adynovi® 0
(BAX855) 1.9 38 96%
Elocta® 0
(tFVIII-Fo) 1.6-1.96 46 87-93%
Afstyla® (rFVIll- 1.14 43 93.5%
single chain)




FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

¢ SERAN MAS EFICACES EN HEMOFILIA B?

Mayor AUC , menos sangrados subclinicos. Mayores niveles valle , menos sangrados

Demanda; 1 infusidon

Producto HOIIE CeIro ara detener la
(ABR) sangrados (%) P !
hemorragia
(Flflg‘i'é'gf) 1-2.9 : 86%
é'Fplr)‘(’_“;‘g 2 33% 90%
Idelvion® 0
(rFIX-FP) 0 ) 4%




FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

¢, DESARROLLO DE INHIBIDORES?

B — Fc-fused FVIII
B CELL ANERGY TOLEROGENIC BYSTANDER T CELL

ANTIGEN PRESENTATION q o ERAlice
; .--"_'J. e Fc I ."-'I--- \-—
- . £ ey ==

Fc Fi —
Q / \ul 040/
FeyRIib u .:IDE_:E:: ]
(R st
N, | APC jM
| . _CDB0/86 . _L 3
! I """ Fe-derivad
! oy Tregitope
j'{jlf i

= Inhibition of B cells activation - APC maturation blockade - Activation of Fc-specific Treg cells

C — PEGylated FVIII

FVIIl ’* IMMUNE IGNORANCE éﬂ% j@ |

y ¢ - ng
4 »
F| — : 12
[ £ £
\ [: i \I MHCE \ ¢ .
\ = o
- Blockade of FVIII uptake :
s . i i - Al f B cell i
- Inhibition of antigen processing & presentation e = SRR

Ing M. Immunogenicity of long-lasting recombinant factor VIl products. Cell Immunol. 2016 Mar;301:40-8



FACTORES DE VIDA MEDIA PROLONGADA

¢ DESARROLLO DE INHIBIDORES?

Profiling and Comparing the Immunogenicity of a Novel Single-Chain FVIII Molecule (rVIIl-
SingleChain) for the Treatment of Hemophilia a

Eugene Maraskovsky, Anne Verhagen, Huy Huynh, Adriana Baz Morelli, Stefan Schmidbauer, Sabine Zollner, Jerry 5. Powell, Katie 5t Ledger, Alex Veldman, and
Marco Hofmann

Blood 2016 128:4960;

Perfil de inmunogenicidad:

"AFSTYLA™ presentaba menos epitopes capaces de generar respuesta
inmune que FL-rEVIIIy BDD-rFVIII

"l a captacion de AFSTYLA™ por las ceélulas dendriticas era menor,
debido a su fuerte union al FVW



FACTORES DE VIDA MEDIA LARGA
PARA HEMOFILIA CON INHIBIDOR



rFVIila DE VIDA MEDIA LARGA

ENSAYO

PRODUCTO MECANISMO VIDA MEDIA CLINICO

Unidén a la albumina por péptido de 85
unién glicina/serina entre el aa 406 del (3-4 vec.es ‘FVila) Fase 2/3
rFVilay el aa 585 de la albumina

rFVlla-FP
(CSL689)

rFVila-CTP Unién al péptido carboxi terminal de la

(MOD-5014) gonadotropina coridnica 3-4vecesrFVila  Fase 1/2a

rFVila-Fc Unién a la Fc de IgG 5.5 veces rFVlla Preclinico

* Weimer T et al. Prolonged in vivo half life of factor Vlla by fusion to albumin. Thromb Haemost. 2008;99:659-667

» Hart G et al. Factor VIla-CTP, a Novel Long-Acting Coagulation Factor, Displays a Prolonged Hemostatic Effect and
Augmented
Pharmacokinetics and pharmacodynamics Following IV and SC Administration in Hemophilic Animal Models. Blood 2012.
Abstract 1114

» Salas J et al. Enhanced Pharmacokinetics of Factor Vlla as a Monomeric Fc Fusion. Thromb Res 2015; 135:970-6



ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO NO
BASADAS EN LA REPOSICION DE FACTOR



TERAPIAS NO SUSTITUTIVAS

ACE910, EMICIZUMAB

, |

ANTICUERPC
MONOCLONAL CONTRA

TFPI

ALN-AT3, FITUSIRAN

I




ANTICUERPO ACE910 (EMICIZUMAB)

Fhospholipid membrane

B Bispecific antibody

FPhospholipid membrane

Kitazawa T. et al. Nat Med 2012; 18:1570-4
Uchida N. et al. Blood 2016; 127:1633-41



EMICIZUMAB: ENSAYOS CLINICOS FASE 3

HAVEN 1 (NCT02622321)

Estudio multicéntrico, randomizado, abierto, que evalla eficacia, seguridad y
farmacocinética de Emicizumab en pacientes con hemofilia A e inhibidor >12 afios
Administracion: semanal . Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), sequido de 1,5 mg/kg/s

HAVEN 2 (NCT02795767)

Estudio multicéntrico, de brazo Unico, abierto que evalla eficacia, seguridad y
farmacocinética de Emicizumab en pacientes pediatricos <12 afios con hemofilia A e
inhibidor .

=Cohorte A: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 1.5 mg/kg/s

=Cohorte B: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 3.0 mg/kg/2 s

=Cohorte C: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 6.0 mg/kg/4 s

HAVEN 3 (NCT02847637)

Estudio multicéntrico, randomizado, abierto, en pacientes con hemofilia A grave sin
inhibidor >12 afios . Evalla eficacia, seguridad y farmacocinética de dos regimenes
profilacticos con Emicizumab.

="Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 1.5 mg/kg/s

="Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 3.0 mg/kg/2s



EMICIZUMAB: ENSAYOS CLINICOS FASE 3

HAVEN 4 (NCT03020160)

Estudio multicéntrico, abierto, no randomizado, que evalla eficacia, seguridad,
farmacocinética y farmacodinamica de Emicizumab administrado cada 4 semanas en
pacientes con hemofilia A grave o hemofilia A con i nhibidor 2 12 afos.
Administracion: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 6,0 mg/kg/4s

HAVEN 5 (NCT03315455) NO ABIERTO

Estudio multicéntrico, abierto, randomizado, que evalla eficacia, seguridad y
farmacocinética de Emicizumab en pacientes con hemofilia A grave o hemofilia Aco n
inhibidor 2 12 afos.

=Cohorte A: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 1.5 mg/kg/s

=Cohorte B: Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 6.0 mg/kg/4 s

STASEY (NCT03191799)

Estudio multicéntrico, fase 3b, abierto, de brazo Unico que evalla la seguridad y
tolerabilidad de emicizumab en pacientes con hemofilia A con inhibidor 212 afos.
="Emicizumab 3 mg/kg/s (4 dosis), seguido de 1.5 mg/kg/s



EMICIZUMAB: RESULTADOS HAVEN 1

87 % reductionin ABR

g 23.3
62.99% of patients | .- | 5.69 of patients
experienced zero experienced zero
freated bleeds 58 treafed bleeds
&
23 15
il

2.9
(1.69-5.02)

./

Arm A AmmB
(emicizumab prophylaxis, n=38) {no prophylaxis, n=18)

Oldenburg, J. et al. New England Journal Medicine 2017 Aug 31;377(9):809-81!



EMICIZUMAB: RESULTADOS HAVEN 1

ABR (5% CI)

Intra-patient comparison of ABR with emicizumab vs previous

bypassing agent prophylaxis

18 -
16 4
14 4
12 4

10 4

Annualised freated bleed rate (n = 24)

Patients with zero freated bleeds

79% reduction Bypassing agent prophylaxis
(relative risk 0.21, p=0.0003) during NIS

l

I
15.7

11.08-22.29

Bypassing agent prophylaxis
during NIS

12.5% had

W ~is zero freated

I HAVEN 1 bleeds
70.8% had
i 3§—38 - zero freated
i i bleeds

Arm C 1.5mg/kg emicizumab
Qw

Oldenburg, J. et al. New England Journal Medicine 2017 Aug 31;377(9):809-81!



EMICIZUMAB: RESULTADOS HAVEN 1

EVENTOS ADVERSOS: 3 MAT Y 2 EVENTOS TROMBOEMB

= Los 5 pacientes habian recibido dosis altas de CCPA

= Estudios realizados in vitro han observado que la trombina
generada es significativamente superior cuando se administra
emicizumab+CCPA que cuando se administra
emicizumab+rFVlila

durante el uso de emicizumab

Oldenburg, J. et al. New England Journal Medicine 2017 Aug 31;377(9):809-81!



EMICIZUMAB: RESULTADOS HAVEN 2

HAVEN 2: Efficacy, safety and
pharmacokinetics of once-weekly prophylactic
emicizumab (ACE910) in pediatric patients
(<12 years) with hemophilia A with inhibitors:
interim analysis of single-arm, multicenter,
open-label, phase 3 study

Guy Young', Johannes Oldenburg?, Ri Liesner?, Victor Jiménez-Yuste?,
Maria Elisa Mancuso?®, Tiffany Chang®, Marianne Uguen’,
Christophe Dhalluin?, Christophe Schmitt?, Sabine Fuerst-Recktenwald?,
Midori Shima®, Rebecca Kruse-Jarres®

mNIS mHAVEN 2
o 40
[ . . 3424 .
E 33 Prior prophylactic BPAs 31.76 Prior
BD - " "
L 2435 ‘ episodic
o 227 BPAs
E T 204 1796
e
N 15 12.38 14.27
S 10 - L \ L
E 51 O ‘ L
b 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 2 3 4 5 6 7 8
Patient
Mo. of treated bleeds
(HISfHAVEN 2)
Follow-up (days)
({HIS/THAVEN 2)




EMICIZUMAB

November 16, 2017 -- The U.S. Food and Drug Administration today approved Hemlibra (emicizumab-
kxwh) to prevent or reduce the frequency of bleeding episodes in adult and pediatric patients with
hemophilia A who have developed antibodies called Factor VIII (FVIII) inhibitors.

O e D e e S

NDC 50242-923-01
Hemlibra®

(emicizumab-kxwh)
Injection

150 mg/mL

For Subcutaneous Use.
Single-Dose Vial.
Discard Unused Portion.

ATTENTION: Dispense the enclosed
Medication Guide to each patient.

R: only

1 vial Genentech &




TFPI: INHIBIDOR DE LA VIA DEL FACTOR TISULAR

Lwaleed BA. et al. The Journal of patholgy 2006; 208:327-339



MOLECULAS ANTI-TFPI

Laboratori : Ensayo clinico

Producto o Mecanismo y
Anticuerpo

NN7415 Novo Nordisk monoclonal Fase 2: HA sin inhibidor;

(Concizumab) contra TFPI (dominio HA y HB con inhibidor

2)

Anticuerpo Fase 1

BAY 1093884 Bayer monoclonal contra (HAG y HBG con/sin

TFPI inhibidor)

Anticuerpo Fase 2

PF-06741086 Pfizer monocI_I(_)ISIf;lII contra (HAG y HBG)

» Chowdary P. et al. Safety and pharmacokinetics of anti-TFPI antibody (concizumab) in healthy volunteers and patients with hem

a randomized first human dose trial. Journal of Thrombosis and Haemostasis 2015;13:743-754.




ALN-AT3 (FITUSIRAN)

ALN-AT3 es una molécula de RNA de interferencia que silencia los genes

asociados a la produccion de antitrombina por los hepatocitos

I

; COAGULATION CASCADE

F i ATIII siRNA
(occurs in circulation)

Intrinsic System Extrinsic System

oy

GalNAc

Surface contact Tissue factor

%‘ Factor XIl — Factor Xlla Factor VII —') Factor Vlla

|
Factor Xl —> Factor Xla Ca®

Factor IX — Factor [Xa

No ATIII

Factor VIII

synthesis

Factor X — Factor Xa

Reduced
PF-3 inhibitiol
Eaze T 10
z Ll
Factor V Zos
I —
Factor Il —> Factor lla 06
{thrombin) 204
| £o02
&
[ l 0 20 40 60 80 100
Days after ATIII siRNA

Factor XIIl —> Factor Xllla Factor | —> Factor la

(fibrin)

i1}

\ ASPGR

Vesicle
N
@ Endosome

Recycling

/ é
@ / AT mRNA

\J{//(

NUCLEUS

HEPATOCYTE




ALN-AT3: ENSAYO FASE I/I1

6 pacientes 6 3 pacientes

ADMINISTRACION SUBCUTA NEA: HA y HB MODERADA/GRAVE

\

225

H9/kg
+ Mensual

+ 3 dosis

« 15 ug/kg * 45 ug/kg « 75 ug/kg
« Semanal « Semanal « Semanal
3 dosis 3 dosis 3 dosis

. J o J e 4

/ .

» 450 ng/’kg
+ Mensual
+ 3 dosis

/ \.

* 900 ng/’kg
« Mensual
+ 3 dosis

/

3 pacientes i 3 pacientes ﬁ 3 pacientes

.

- 1800

H9/kg
+ Mensual

+ 3 dosis

Pasi KJ. Targeting of Antithrombin in Hemophilia A or B with RNAi Therapy. N Engl J Med. 2017 Aug 31;377(9):819-828




ALN-AT3: EFECTO EN ACTIVIDAD DE AT

ADMINISTRACION SEMANAL ADMINISTRACION MENSL

125 125

Diose Group S
Analysis A D5meghg =3 A 200 moghg (N=3) i
artiles Guartil
> - oy A 450moghgN=2) A 1800 mogikg (N=3) =
g = A0
Qe AT o AT
T g Lowering -:l:) £ Lowering
= o <28% [ < 25%
=8 —& 1/‘ L8 s
= m
w o AT = AT
0= Lowering ule Lowering
+ £ 2NN ., o 2560%
S E AT E% 5
s Lowering e AT
& Dose Group 30-75% = Lonsesiiigy
=R 50-T5%
A 15 meghg (N=3) = =® 25
A Mgk ND)  oering -
A 75 moglig (N=3) S owering
o =75%
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l l l Day a i0 20 30 40 50 60 70O &80 90 100 110 120 130 140 150 160
Day
225 meglkg
15 mogik: i 70£9% B0%
99 29+ 12% 53% (h=3)
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i
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ALN-AT3: EFECTO EN GENERACION DE TROMBINA

250 4
Baoxes denote medan and intenguartile range
L]
E 200
=
: .
o
ﬁ .
& 150 { .
=
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o . s "
= =
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o 100" . . W :
= t - - 3
~ «® a
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g e i 3 L]
) _.-l-_
O 554 . . 8o
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Patients with Hemophilia

Peak
Thrombin
Generation,
nM
[(Mean + 5D)
AT Lowering
<5, 189 2070
AT Lowering
95 50% 26+ 12 48 £ 61%
AT Lowering
50.75% 47T+ 29 218+ 272%
AT Lowering s .
75 62+ 27 285 * 165%

“p = 0.001, compared with AT lowenng less than 25%

Pasi KJ. Targeting of Antithrombin in Hemophilia A or B with RNAI Therapy. N Engl J Med. 2017 Aug 31,377(9):819-828



ALN-AT3: TASA ANUAL DE SANGRADO (ABR)

40

=

"~ 30

c @

s J

=3

g% 2|

[1°]

E3

b @

o 10+

m

=y

a
AT Lowering AT Lowering AT Lowering AT Lowering
<25% 25-50% 50-T5% >T5%

Patients? 24 21 18 4
Cumulative Days 602 838 862 304
Cumulative Bleeds 43 34 35 3
ABRE, Mean (SEM) 34 + 10 207 14 +4 G+3
ABR, Median 13 1 10 0

Pasi KJ. Targeting of Antithrombin in Hemophilia A or B with RNAi Therapy. N Engl J Med. 2017 Aug 31,377(9):819-828



[ ALN-AT3: FITUSIRAN '

‘0 HEMOPHILIA
NEWS TODAY

SOCIAL CLIPS WHAT IS HEMOPHILIA? SYMPTOMS CAUSES TESTING TREATMENTS EXPERIMENTAL

Alnylam Suspends All Trials
of Fitusiran After Hemophilia
A Patient Dies in Phase 2
Study

SEPTEMBER 11, 2017 BY ALICE MELAD  IN NEWS.



CONSIDERACIONES FINALES

= Concentrados actuales seguros y eficaces
= Persisten las limitaciones en los concentrados actuales
= Se van a producir cambios importante en los tratamientos

" Factores de vida media prolongada:

v Menor n° de infusiones

v Menor necesidad de catéteres venosos centrales
v Mejor adherencia al tratamiento profilactico

v Mayor proteccion de las articulaciones

= Desarrollo de otras moléculas: Emicizumab, antiTFPI, ALN-AT3

v Administracién SC, mayor vida media y posiblemente aumento de la efic

" Nuevos retos, debates y dudas



