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DESCRIPCION
Entrega dirigida de proteinas de Factor VIl a plaquetas
Campo de la invencion

[0001] La invencién descrita en este documento se refiere a polipéptidos que comprenden al menos una secuencia de
aminoacidos que tienen una identidad significativa con (homologia con) el Factor VIII humano o una parte o partes
bioldgicamente activas del mismo, moléculas relacionadas (tales como los acidos nucleicos que codifican tales
polipéptidos), composiciones (tales como formulaciones farmacéuticas) que comprenden tales polipéptidos y métodos
de fabricacion y uso de tales polipéptidos y moléculas bioldgicas relacionadas.

Antecedentes de la invencion

[0002] EI Factor VIII de coagulacion ("Factor VIII" o "FVIII") es un factor de coagulacién esencial. La falta de FVIII normal
provoca hemofilia A, un trastorno de la sangre hereditario. El Factor VIl participa en la ruta intrinseca de la coagulacion
sanguinea. Especificamente, el Factor VIl es un cofactor para el Factor IXa, que convierte el Factor X en el Factor Xa
activado (en presencia de Ca*? y fosfolipidos).

[0003] El gen del Factor VIII produce dos transcritos empalmados alternativamente. La variante del transcrito 1 codifica
una glicoproteina grande, isoforma A, que circula en el plasma y se asocia con el factor de von Willebrand ("vWF") en un
complejo no covalente. Esta proteina sufre multiples eventos de escision. La variante del transcrito 2 codifica una
proteina pequefa putativa, isoforma B, que consiste principalmente en el dominio de unién a fosfolipidos del factor Vllic.
Este dominio de unién es esencial para la actividad coagulante. La estructura del FVIIl es bien conocida (véase, por
ejemplo, Thompson, Semin Thromb Hemost. 2003 Feb;29(1):11- 22).

[0004] Tras la activacion por trombina, (Factor lla), el Factor Vllla (FVIlla) se disocia del complejo FVIII:.VWF para
interactuar con el Factor 1Xa causando una cadena bien caracterizada de eventos que llevan a la produccién de mas
trombina. La trombina escinde el fibrindgeno en fibrina que se polimeriza y reticula (usando el Factor XlIl) en un coagulo
sanguineo. El FVllla es proteoliticamente inactivado en este proceso por la Proteina C activada ("aPC") y el Factor IXa y
se elimina rapidamente del flujo sanguineo.

[0005] EI FVIII concentrado a partir de plasma sanguineo donado o alternativamente FVIII recombinante se puede dar a
los hemofilicos para restaurar la hemostasis. Asi, el FVIII también se conoce como factor antihemofilico.

[0006] EI FVIII tiene una vida media circulatoria de aproximadamente 10-12 horas in vivo y por lo tanto es altamente
deseable proporcionar analogos de FVIII con una vida media prolongada para reducir la frecuencia de las infusiones de
FVIII IV terapéuticas/profilacticas. Neymal et al. (Neyman M ef al., "Analysis of the spatial and temporal characteristics of
platelet-delivered factor VllI-based clots", Blood, vol. 112, no. 4, paginas 1101-1108) revelan un método donde el Factor
VIl se dirige a las plaquetas via su expresion ectopica.

[0007] La W02009140598 divulga un concepto que incluye moléculas hibridas que comprenden anticuerpos especificos
de FVIIl 'y GPIIb/llla. Este concepto puede, no obstante, suponer inhibicién de la capacidad de los receptores GPIIb/llla
para enlazar fibrinégeno y la capacidad para formar un coagulo primario disminuira asi al administrar tales moléculas de
FVIII hibridas. Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de moléculas de Factor VIII biolégicamente activas con
una capacidad para enlazar a plaquetas con alta afinidad. Ademas, existe una necesidad en la técnica de moléculas de
Factor VIl biolégicamente activas con una capacidad para enlazar a plaquetas mientras se mantiene esencialmente la
capacidad de las plaquetas para agregar y formar asi un coagulo primario.

Resumen de la invencion

[0008] La presente invencion, en su forma mas amplia, proporciona una molécula de FVIII que incluye una secuencia de
aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la parte madura de una secuencia de aminoacidos seleccionada de la lista
que consiste en SEC ID n° 1y SEC ID n° 3, esta molécula se fija de manera covalente a una molécula especifica de
las plaquetas, donde dicha molécula especifica de las plaquetas es un anticuerpo GPlIb/llla que no inhibe la agregacion
de plaquetas (como se hace referencia en la reivindicacion independiente 1). La presente solicitud también proporciona
un acido nucleico que codifica para este tipo de molécula, una célula huésped que comprende dicha molécula de acido
nucleico al igual que un método para producir tal molécula de FVIII, una composicion farmacéutica que comprende tal
molécula de FVIII y el uso de tal molécula de FVIII como medicamento para el tratamiento de la hemofilia A (como se
define en las reivindicaciones independientes). Las formas de realizacion preferibles se definen en las reivindicaciones
dependientes.

[0009] Estos y otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencidon se describiran mas detalladamente en la
presente.
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Descripcion de los dibujos

[0010]

La figura 1 ilustra métodos potenciales por los que una scFv se puede unir quimicamente a cis o expresar en
cis como parte del polipéptido con una secuencia de aminoacidos analoga de FVIII o de FVIII para obtener una
molécula de FVIII modificada. Se muestran especificamente la glicoconjugacion, la conjugacion quimica y los
métodos de proteina de fusion para la produccion de tal molécula. Estos métodos se pueden usar de forma
similar, donde sea adecuado, para generar otras moléculas de FVIII de la invencion.

La figura 2 ilustra la agregacion plaquetaria. Las barras muestran la agregacion en las plaquetas activadas
SFLLRN (10 uyM) pretratadas con F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (AP3-N8) o ReoPro®. Se muestran datos
como error estandar de la media de determinaciones duplicadas en las que SFLLRN (10 pM) solo se establecio
como 100 %.

La figura 3 ilustra el vector dirigido final.
La figura 4 ilustra la union de AP3-N8 2097 (A) y AP3-N8 MZ1 (C) a plaquetas humanas de manera

dosisdependiente. La unién de ambos compuestos se puede completar casi completamente con AP3-LC-HC
scFV-FLAG (SEC ID n°® 21) en exceso.

Descripcion de la invencion

[0011] En el contexto de esta invencion, una proteina de Factor VIII (o proteina de FVIIl) es una proteina que incluye
una secuencia de aminoacidos que muestra al menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia de
aminoacidos con una secuencia de aminoacidos seleccionada de Factor VIII humano (SEC ID n°: 1) o la parte madura
de la misma (es decir, los residuos 20-2351 de la misma), o la parte activada de trombina de la misma, o una version
con el dominio B eliminado/truncado de la misma, como se muestra mas adelante.

Factor VIII (SEC ID n°: 1)

[0012]
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MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPYDARFPPRVPKS-
FEFNTSVVYKKTLFVEFT DHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASH-
PVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTY-
SYLSHYDLVYKDINSGLIGALLVCREGSLAKEKTOTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVYNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQ-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKYDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT-
DSEMDVWRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLN-
NGPQRIGRKYKKVRFMAYTOETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNI-
YPHGITDVRPLYSRRLPKGYKHLKDFPILPGEI FKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSS-
FYNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSYFDENRSWYLTENI-
QRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTD-
FLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMEN PGLWILGCHNSDFRNRG-
MTALLKYSSCDKNTGOYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRRPSTRQKQFNATTIPEN-
DIEKTDPWFAHRTPMPKIQNVSSSDLLMLLRQSPTPHGLSLSDLQEAKYETFSDDR-
SPGAIDSHNNSLSEMTHFRPOLHHSGDMVYFTPESGLQLRLNEKLGTTAATELKKLD -
FKVESTSMNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPSMPYHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGG-
PLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESS-

WGEKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALL TKDNALFKVSISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLLIENSPS
VWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKNATALRLNHMSNKTTSSKNMEMVQQKKEG-
PIPPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGKNSLNSGQGP-
SPKQLVSLGPEKSVEGQNFLSEKNKVVYGKGEFTKDVGLKEMYFPSSRNLFLTNLD-
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NLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVWLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQNVEGSYDGA-
YAPVLQDFRSLNDSTNRTKKHTAHFSKKGEEENLEGLGNQTKQIVEKYACTTRISP-
NTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTSTQWSKNMKHLTPSTLTQL-
DYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRYLFQDNSSHLPAASYRK-
KDSGVQESSHELQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSG
KVELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGHLDLVEGSLLQGTEGAIK-
WNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHY GTQIPKEEWK SQEK SPEKTAFKKKD-
TILSLNACESNHAIAAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTERLCSQNPPYLKRHQREITRT-
TLOSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDTYDEDENQSPRSFQKKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSYPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH-
LGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK -
TYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFS DVDLEKDVHS GLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQE-
FALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIM-
DTLPGLYMAQDORIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHYFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQY GQWAP-
KLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLD-
GKKWOTYRGNSTGTLMYFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLR-
MELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNP-
KEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSS-
QDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPYYNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY

Factor VIII con el dominio B eliminado (SEC ID n°: 2)

[0013]

MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMOQSDLGELPYDARFPPRVPKS-
FPFNT SVYWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTUWWITLKNMASH-
PVYSLHAVGYSYWKASEGAEYDDQTSQREKED DKVFPGGSHTYVWOVLKENGPMASDPLCLTY-
SYLSHVDEVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKT QT LHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTYNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY -
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAR-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKY DSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT -
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWYHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLN-
NGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNI -
YPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKEDPRCLTRYYSS-
FYNMERDLASGLIGPLLICYKESYDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENI-
QRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTD-
FLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGUHNSDFRNRG-
Factor VIII con el dominio B truncado ("N8") (SEC ID n°: 3)
5
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[0014]

MQIELSTCFFLOLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPYRARFPPRVPKS-
FPFNTSWWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASH-
PYSLHAVGYSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWOQVLKENGPMASDPLCLTY-
SYLSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLYRNHRQASLEISPITFLTAQ-
TLEMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKYDSCPEEFQLRMKNNEEAEDYDDDLT-
DSEMDVWRFDDONSPSFIQIRSVAKKHPK TWWHYTAAEEEDW DY APLVLAPDRDRSYKS QYLN-
NGPQRIGRKYKKVYRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNI-
YPHGITOVRPLYSRRLFKGVKH LKL FPILPGEIFKYKWITVTVERGPTKSDPRCLTRYYSS-
FYNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDRKRNYILFSVYFDENRSWYLTENI-
QRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTD-
FLSVFFSGYTFKHKMVWYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRG-
MTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRRPSQNPPYLKRHQREL-
TRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIY DEDENQSPRSFQKKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPOFKKWRQEFTDGSFTQPLYRGELNEH -
LGLLGPYIRAEVEDNIMVWTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK--
TYFWKVQHHMAFTKDEFD CKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLYVCHTNTLNPAHGRQVTVQE-
FALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIM-

DTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSMNENIHSIHFSGHYFTYRKKEEYKMALYNLYPGYFETWVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAP-

KLARLBYSGSINAWSTKERPFSWIKVOLLAPMITHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLD-
GKKWQTYRGNSTGTLMYFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLR-
MELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNP-
KEWLQVLFQKTMKVTGEVYTTQGVYKSLLTSMYVIKEFLISSS-
QDGHOQWTLFFONGKVKVFQGNQDSFTPYVNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWYHQIALRMEVLGCEAQDLY

[0015] En un aspecto mas particular, la invencion se refiere a derivados de FVIII dirigidos que muestran al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos
aproximadamente 90% o al menos aproximadamente 95% de identidad con la SEC ID n®: 1 o la parte madura o la parte
activada de trombina de la misma, o una version con el dominio B eliminado/truncado de la misma.

[0016] En otro aspecto mas particular, la invencion se refiere a derivados de FVIII dirigidos que muestran al menos
aproximadamente 90% de identidad (tal como al menos aproximadamente 93% de identidad) con SEC ID n°: 1, SEC ID
n°: 2, o la parte madura o la parte activada de trombina de la misma, o una versién con el dominio B eliminado/truncado
de la misma.

[0017] En otro aspecto, la invencién proporciona derivados de FVIII dirigidos que muestran al menos aproximadamente
95% de identidad con SEC ID n° 1 o la parte madura o la parte activada de trombina de la misma. En aspectos mas
particulares, la invencion proporciona derivados de FVIII dirigidos que muestran al menos aproximadamente 96%, al
menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 98,5%, al menos
aproximadamente 99%, al menos aproximadamente 99,5%, o al menos aproximadamente 99,7%, al menos
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aproximadamente 99,8%, o incluso al menos aproximadamente 99,9% de identidad con SEC ID n°: 1 o la parte madura
de la misma, o la parte activada de trombina de la misma, o una versién con el domino B eliminado/truncado de la
misma. Dicho de otra manera, en un aspecto, la invencion proporciona derivados de FVIII dirigidos caracterizados por el
hecho de que incluyen una secuencia de aminoacidos en la que al menos 1, tipicamente al menos 2-3, frecuentemente
al menos 1-5 y comunmente al menos 1-20 (tal como 1-15, 1-12, 1-10, 1-7, 1-3, 2-20, 2-15, 2-12, 2-10, 2-7, 2-5, 3-20, 3-
15, 3-12, 3-10, 3-7, 3-5, 4-20, 4-15, 4-12, 4-10, 4-7, 5-20, 5-15, 5-12, 5-10 o 5-7) residuos de aminoacidos estan
eliminados, insertados y/o sustituidos con respecto a la SEC ID n°: 1, o la parte madura o la parte activada de trombina
de la misma o una parte con el dominio B eliminado/truncado de la misma.

[0018] ComuUnmente, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente
65%, al menos aproximadamente 70%, tal como aproximadamente 75% o mas, aproximadamente 80% o mas,
aproximadamente 85% o mas, aproximadamente 90% o mas, o incluso aproximadamente 95% o mas (tal como al
menos aproximadamente 97%, 98%, 99%, 99,3%, 99,5%, 99,7%, 99,8%) de las sustituciones en la secuencia "analoga"
de FVII se pueden caracterizar como "sustituciones conservadoras”. Las sustituciones conservadoras pueden estar
definidas por sustituciones dentro de las clases de aminoacidos reflejadas en una o mas de las siguientes tres tablas de
clasificacion de aminoacidos:

Tabla 1 - clases de residuo de aminoacido para sustituciones conservadoras

Residuos de aminoacidos
ASP y GLU

LYS, ARG y HIS

Clase de aminoacidos

Residuos acidicos

Residuos basicos

Residuos sin carga hidrofilica

SER, THR, ASNy GLN

Residuos sin carga alifatica

GLY, ALA, VAL, LEU Y ILE

Residuos sin carga no polar

CYS, MET y PRO

Residuos aromaticos

PHE, TYRy TRP

Tabla 2 - grupos de sustitucion de residuos de aminoacidos conservadores alternativos

1 Alanina (A) Serina (S) Teonina (T)
2 Acido aspartico (D) | Acido glutamico
(E)
3 Asparagina (N) Glutamina (Q)
4 Arginina (R) Lisina (K)
5 Isoleucina (1) Leucina (L) Metionina (M)
6 Fenilalanina (F) Tirosina (Y) Triptofano (W)

Tabla 3 - otras clasificaciones fisicas y funcionales alternativas de residuos de aminoacidos

Residuos que contienen grupo alcohol SyT
Residuos alifaticos LL,VyM
Residuos asociados al cicloalquenilo F,HWeY

Residuos hidrofébicos

Residuos cargados negativamente

DyE

Residuos polares

C,D,E,H,K,N,Q,R,SyT

Residuos pequefios

A,C,D,G,N,P,S, TyV

Residuos muy pequefios

A,GyS

ACF,GHILLMRTVWeY
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Residuos implicados en la formacién a su vez A,C,D,E,G,H,K,N,Q,R,S,PyT
Residuos flexibles E.QTKS,GPDEYR

[0019] Los reagrupamientos de sustitucion de residuos de aminoacidos incluso mas conservadores incluyen: valina-
leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Los grupos adicionales de
aminoacidos se pueden formular también utilizando los principios descritos en, por ejemplo, Creighton (1984)
PROTEINS: STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES (2d Ed. 1993), W.H. Freeman and Company. En algunos
casos puede se Util caracterizar ademas sustituciones basadas en dos o mas de tales caracteristicas (p. €j., la
sustitucién con un residuo "polar pequefio”, tal como un residuo Thr, pueden representar una sustitucién altamente
conservadora en un contexto apropiado).

[0020] Los términos, "dirigido", "direccion" y similares se utilizan para indicar que la molécula de FVIIl se enlaza a una o
mas moléculas bioldgicas (tipicamente otras proteinas y frecuentemente receptores celulares) y/o células con mayor
afinidad y/o avidez que el FVIII de tipo salvaje (o0 que no estan tipicamente enlazadas por FVIII de tipo salvaje). Como ya
se ha mencionado, las moléculas dirigidas proporcionadas por la invencién pueden mostrar estabilidad aumentada en
comparacion con una proteina no modificada correspondiente (una proteina que carece de un "factor dirigido" que
normalmente es una secuencia de aminoacidos (un dominio dirigido) o molécula (una fraccion dirigida), pero por lo
demas es idéntica a la proteina de FVIII dirigida). En un aspecto particular, las moléculas dirigidas que muestran estas u
otras propiedades deseables/modificadas estan provistas donde une o mas actividades biolégicas de FVIII no estan
significativamente disminuidas (p. €j., union a Factor IX). Tipicamente, la cantidad de inhibicién de tal actividad es de
aproximadamente 40% o menos, aproximadamente 30% o menos, aproximadamente 25% o menos, aproximadamente
20% o menos, aproximadamente 15% o menos, aproximadamente 10% o menos, aproximadamente 7% o menos,
aproximadamente 5% o menos, o aproximadamente 3% o menos). Los ensayos para actividad bioldgica de FVIII se
conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Mikaelsson et al., Semin Hematol. 2001 Apr;38(2 Suppl 4):13-23).

[0021] EI término "capacidad reducida para enlazar a vVWF" abarca en este caso las variantes de Factor VIII, donde la
capacidad para enlazar a VWF estd disminuida en al menos 50%, preferiblemente en al menos 60%, mas
preferiblemente en al menos 70%, mas preferiblemente en al menos 80%, mas preferiblemente en al menos 90% y de la
forma mas preferible en aproximadamente 100%. La union de FVIII a vWF se puede medir bien por un ensayo tipo
ELISA o como union directa a vVWF inmovilizado usando la resonancia de plasmoén de superficie. La region de Factor VI
responsable de la unidon a VWF es la region que abarca los residuos 1670-1684, como se describe en la EP0319315.
Esta previsto que los mutantes puntuales y/o por delecion de Factor VIII que implican esta area modificaran la
capacidad para enlazar con VWF. Ejemplos de mutaciones puntuales particularmente preferidas segun la presente
invencion incluyen variantes que comprenden las siguientes mutaciones puntuales: Y1680F, Y1680R, Y1680N, Y1680C
y E1682T.

[0022] Grupo lateral: las moléculas de Factor VIl segun la presente invencion se pueden conjugar con un grupo lateral
que no sea un anticuerpo GPIlIb/llla no inhibidor (es decir, un anticuerpo que no inhiba la agregacién de plaquetas). En
este sentido, un "grupo lateral" debe entenderse como una fijacion covalente de cualquier fraccion que no sea
naturalmente parte de la molécula de Factor VIII. Preferiblemente, dicho grupo lateral proporciona a la molécula de
Factor VIII una vida media circulatoria prolongada. La conjugacion de una cadena lateral puede ser en forma de proteina
de fusion y/o conjugacion quimica y/o procesos de conjugacion enzimatica. La cadena lateral segun la presente
invencion se selecciona tipicamente a partir de uno o mas de la lista que consiste en: polimeros hidrofilicos, acidos
grasos y derivados de los mismos (a veces denominados "ligantes de albumina"), albdmina, transferrina, péptidos tipo
elastina, dominios Fc aislados, fragmentos de VWF, anticuerpos, al igual que fragmentos de los mismos que
comprendan secuencias de unién al antigeno. Ejemplos de anticuerpos adecuados incluyen anticuerpos, o fragmentos
de los mismos, con capacidad para enlazar a componentes sanguineos con una vida media circulatoria relativamente
larga, tal como por ejemplo eritrocitos, plaquetas, fibrinégeno, etc., o enlazar a la pared del vaso, por ejemplo, colageno.

[0023] Sin pretender imponer ninguna teoria, se prevé que la razén por la que funciona mas eficazmente para unir
grupos laterales a moléculas de Factor VIl con capacidad de enlace a vVWF reducida mejor que unir grupos laterales a
moléculas de Factor VIII con capacidad de enlace a VWF normal es que el tamafio relativo del grupo lateral es
relativamente pequefio en el complejo grande Factor VIII/VWF. Se ha planteado la hipétesis de que un grupo lateral
relativamente grande funcione mas eficazmente en la proteccion del Factor VIl libre de la eliminacién. También se ha
planteado la hipétesis de que la vida media del FVIII esté relacionada con la del vWF. Las moléculas de FVIII con
capacidad reducida para enlazar a VWWF lo mas probable es que hayan expuesto epitopos de aclaramiento que
normalmente hayan sido protegidos por VWF. Al unir grupos laterales se tiene la hipotesis de esta "proteccion de
alargamiento” se puede recuperar. En otros casos, la union de grupos laterales tales como por ejemplo fragmentos de
anticuerpos puede funcionar mediante la union, por ejemplo, de la molécula a proteinas, células o plaquetas con una
vida media circulatoria relativamente larga. En relacién con las moléculas de FVIII segun la presente invencion, tales
moléculas pueden ademas estar dirigidas a las plaquetas de forma mas eficaz si la parte de FVIII de la molécula tiene
una capacidad reducida para enlazar a vWF.
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[0024] Polimero hidrofilico: el grupo de modificacion/polimero hidrofilico segun la presente invencion preferiblemente se
produce de forma no natural. En un ejemplo, el "grupo de modificacion que se produce de forma no natural" es un grupo
de modificacién polimérico en el que al menos una fraccién polimérica se produce de forma no natural. En otro ejemplo,
el grupo de modificacion que se produce de forma no natural es un carbohidrato modificado. El locus de funcionalizacion
con el grupo de modificacion se selecciona de manera que éste no evite que el "azucar modificado” se adicione
enzimaticamente a un polipeptidico. "AztGcar modificado" también se refiere a cualquier fracciéon mimética de glicosil que
se funcionalice con un grupo modificador y que sea un sustrato para una enzima modificada o natural, tal como una
glicosiltransferasa.

[0025] EI grupo modificador polimérico afiadido a un polipéptido puede alterar una propiedad de tal polipéptido, por
ejemplo, su biodisponibilidad, actividad biolégica o su vida media en el cuerpo. Los polimeros de ejemplo segun la
invencion incluyen polimeros solubles en agua que pueden ser lineales o ramificados y pueden incluir una o mas
fracciones poliméricas independientemente seleccionadas, tales como poli(alquileno glicol) y derivados del mismo. El
grupo modificador polimérico segun la invencién puede incluir un polimero hidrosoluble, por ejemplo poli(etileno glicol) y
derivados del mismo (PEG, m-PEG), poli(propileno glicol) y derivados del mismo (PPG, m-PPG) y similares.

[0026] EI término "hidrosoluble” se refiere a fracciones que tienen algun grado detectable de solubilidad en agua. Los
métodos para detectar y/o cuantificar la solubilidad en agua se conocen en la técnica. Los polimeros hidrosolubles de
ejemplo segun la invencioén incluyen péptidos, sacaridos, poli(éteres), poli(aminas), poli(acidos carboxilicos) y similares.
Los péptidos pueden tener secuencias mezcladas y estar compuestos por un Ginico aminoacido, por ejemplo, poli(lisina).
Un polisacarido de ejemplo es poli(acido sialico). Un poli(éter) de ejemplo es poli(etileno glicol), por ejemplo, m-PEG. La
poli(etileno imina) es una poliamina de ejemplo y el acido poli(acrilico) es un poli(acido carboxilico) representativo.

[0027] La estructura polimérica del polimero hidrosoluble segun la invencion puede ser poli(etileno glicol) (es decir,
PEG). El término PEG en relacion con la presente invencion incluye poli(etileno glicol) en cualquiera de sus formas,
incluyendo alcoxi PEG, PEG difuncional, PEG multibrazo, PEG bifurcado, PEG ramificado, PEG colgante (es decir, PEG
o polimeros relacionados con uno o mas grupos funcionales colgantes de la estructura del polimero), o PEG con
enlaces degradables del mismo.

[0028] La estructura del polimero puede ser lineal o ramificada. Las estructuras del polimero ramificado generalmente se
conocen en la técnica. Tipicamente, un polimero ramificado tiene una fraccion de nucleo de derivacion central y una
pluralidad de cadenas de polimero lineal enlazadas al nucleo de la derivacién central. PEG se usa comunmente en
formas ramificadas que se pueden preparar por adicién de 6xido de etileno a varios polioles, tales como glicerol,
pentaeritritol y sorbitol. La fraccion de derivacion central se puede derivar también de diferentes aminoacidos, tales
como lisina o cisteina. En un ejemplo, el poli(etileno glicol) ramificado se puede representar de forma general como R(-
PEG-OH)m, donde R representa la fraccion de nucleo, tal como glicerol o pentaeritritol, y m representa el numero de
brazos. Las moléculas de PEG multibrazo, tales como las descritas en la patente estadounidense n°: 5 932 462, que se
incorpora en este caso por referencia en su totalidad, también se pueden usar como la estructura del polimero.

[0029] Muchos otros polimeros son también adecuados para la invencién. Las estructuras poliméricas que son no
peptidicas e hidrosolubles son particularmente utiles en la invencion. Ejemplos de polimeros adecuados incluyen, pero
de forma no limitativa, otros poli(alquileno glicoles), tales como poli(propileno glicol) ("PPG"), copolimeros de
etilenoglicol y propilenoglicol y similares, poli(oxietilado poliol), poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona),
poli(hidroxipropilmetacrilamida), poli([alfa] hidroxi acido), poli(alcohol de vinilo), polifosfazona, polioxazolina, poli(N-
acriloilmorfolina), tal como se describe en la patente estadounidense n°: 5 629 384, que se incorpora en la presente por
referencia en su totalidad, al igual que los copolimeros, terpolimeros y sus mezclas derivadas.

[0030] Aunque el peso molecular de cada cadena de la estructura del polimero puede variar, tipicamente se encuentra
en el rango de aproximadamente 100 Da a aproximadamente 160 000 Da, tal como por ejemplo de aproximadamente 5
000 Da a aproximadamente 100 000 Da. Mas especificamente, el tamafio de cada polimero hidrofilico conjugado segun
la presente invencion puede variar de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 80 000 Da, tal como por ejemplo
de aproximadamente 1000 Da a aproximadamente 80 000 Da; de aproximadamente 2000 Da a aproximadamente 70
000 Da; de aproximadamente 5000 a aproximadamente 70 000 Da; de aproximadamente 5000 a aproximadamente 60
000 Da; de aproximadamente 10 000 a aproximadamente 70 000 Da; de aproximadamente 20 000 a aproximadamente
60 000 Da; de aproximadamente 30 000 a aproximadamente 60 000 Da; de aproximadamente 30 000 a
aproximadamente 50 000 Da; o de aproximadamente 30 000 a aproximadamente 40 000 Da. Debe entenderse que
estos tamarfios representan estimaciones mas que medidas exactas. Segun una forma de realizacion preferida, las
moléculas segun la invencién se conjugan con una poblacion heterogénea de polimeros hidrofilicos, tal como por
ejemplo PEG de un tamafio de por ejemplo 10 000, 40 000 u 80 000 Da +/- aproximadamente 5000, aproximadamente
4000, aproximadamente 3000, aproximadamente 2000 o aproximadamente 1000 Da.

Conjugados ligantes de albumina/grupos laterales

[0031] Se sabe que las propiedades in vivo de tales proteinas se pueden mejorar mediante el uso de cadenas laterales
de union de albumina. Tales cadenas laterales, o ligantes de albumina, se puede fijar a la proteina antes de la
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administracion y pueden, por ejemplo, estabilizar la proteina in vivo o mejorar o extender la vida media in vivo de la
proteina.

[0032] EI ligante de albumina puede asi promover la circulacion del derivado con el flujo sanguineo. El ligante de
albumina puede tener el efecto de extender o postergar el tiempo de accion de la proteina que esta ligada a éste, debido
al hecho de que los complejos del derivado peptidico y la albumina sélo se desintegran lentamente para liberar el
ingrediente farmacéutico activo. Asi, un sustituyente preferido, o cadena lateral, como conjunto se puede denominar
como una fraccion de union de albumina.

[0033] El ligante de albumina (fraccién de union de albumina) puede comprender una parte que es particularmente
importante para la unién de albumina y asi la dilacion de la circulacién en el flujo sanguineo, esta parte se puede
denominar, por consiguiente, fraccion de dilacion. La fraccion de dilacion esta preferiblemente en el extremo opuesto de
la fraccion de unién de albumina, o cerca de éste, en comparacion con su punto de fijacion al péptido.

[0034] En una forma de realizacion preferida, el ligante de albumina es, o comprende, una cadena lateral que es capaz
de formar complejos no covalentes con la albumina. El ligante de albumina puede enlazar albumina de manera no
covalente y/o reversiblemente. El ligante de albumina puede enlazar albumina especificamente. Como se desprende de
los métodos descritos mas adelante, el ligante de albumina puede ligar ciclodextrina. El ligante de albumina puede ligar
ciclodextrina de manera no covalente y/o reversiblemente. El ligante de albumina puede ligar ciclodextrina
especificamente.

[0035] La otra parte de la fraccion de union de albumina, es decir, la parte entremedias de la fraccion de dilacién y el
punto de fijacion al péptido, se puede denominar fraccion enlazadora, enlazador, separador o similar. No obstante, la
presencia de tal enlazador es opcional y, por lo tanto, la fraccién de union de albumina puede ser idéntica a la fraccion
de dilacion. En formas de realizacién particulares, la fraccion de union de albumina y/o la fraccion de dilacion es lipofilica
y/o esta cargada negativamente a pH fisiolégico (7,4).

[0036] La fraccion de unién de albumina y/o la fraccion de dilacion pueden estar fijadas de manera covalente a un grupo
amino del péptido por quimica de conjugacion, tal como por alquilacién, acilacién o formacién de amida; o a un grupo
hidréxilo, tal como por esterificacion, alquilacion, oximacion. En una forma de realizacion preferida, un éster activo de la
fraccion de union de albumina y/o la fraccion de dilacion esta enlazado de manera covalente a un grupo amino de un
residuo de acido sialico o un derivado de acido sialico, bajo formacion de un enlace amida (este proceso se denomina
acilacion). A menos que se especifique de otra manera, cuando se hace referencia a una acilacion de una proteina, se
entiende que se hace a un grupo amino enlazado con un residuo de acido sialico en una glicoproteina.

[0037] Para los fines presentes, los términos, "fraccion de unién de albumina”, "fraccion de dilacion" y "enlazador"
incluyen tanto las formas no reaccionadas como las formas reaccionadas de estas moléculas. Si se refiere o no a una u
otra forma se entiende por el contexto en el que se usa el término. La fraccién de unién de albumina puede ser o puede
comprender un acido graso o diacido graso o un derivado o cualquiera de ellos. El término "acido graso" se refiere a
acidos monocarboxilicos alifaticos que tienen de 4 a 28 atomos de carbono, tal como 16 atomos de carbono. Es
preferiblemente no ramificado y/o incluso numerado y puede ser saturado o insaturado. El término "acido digraso" se
refiere a acidos grasos, tal como se han definido anteriormente, pero con un grupo acido carboxilico adicional en la
posicion omega. Asi, diacidos grasos son acidos dicarboxilicos. La nomenclatura es como es usual en la técnica, por
ejemplo -COOH, al igual que HOOC-, se refiere a carboxi; -C¢ Hs - a fenileno; -CO-, al igual que -OC-, a carbonilo
(O=C<) y Cs Hs -O- a fenoxi. En una forma de realizacién preferida, la fraccion enlazadora, si esta presente, tiene de 2 a
80 atomos C, preferiblemente de 5 a 70 atomos C. En formas de realizacion preferidas adicionales, la fraccion
enlazadora, si esta presente, tiene de 4 a 20 heteroatomos, preferiblemente de 2 a 40 heteroatomos, mas
preferiblemente de 3 a 30 heteroatomos. Ejemplos particularmente preferidos de heteroatomos son atomos N y O. Los
atomos H no son heteroatomos.

[0038] En otra forma de realizacién, el enlazador comprende al menos una molécula OEG y/o al menos un residuo de
acido glutamico, o mas bien los radicales correspondientes (OEG designa acido 8-amino-3,6- dioxaoctanoico, es decir,
este radical: -NH-(CH;),-O-(CHz).-O-CH»-CO-). En una forma de realizacion preferida, la fraccion enlazadora comprende
un residuo de di-carboxilo enlazado a un residuo de acido sialico por un enlace amida. En ejemplos preferidos, el
residuo de di-carboxilo tiene de 2-30 atomos C, preferiblemente 4-20 atomos C, mas preferiblemente 4-10 atomos C. En
ejemplos preferidos adicionales, el residuo de di-carboxilo tiene de 0-10 heteroatomos, preferiblemente 0-5
heteroatomos.

[0039] En otro ejemplo preferido, la fraccion enlazadora comprende un grupo que contiene tanto un grupo amino como
un grupo carboxilo distal enlazado a un residuo de acido sialico por un enlace amida a través de sus grupos carboxilo
distales. En una forma de realizacion preferida este grupo es un grupo OEG.

[0040] EI acido glutamico de aminoacidos (Glu) comprende dos grupos de acido carboxilico. Su grupo gamma-carboxi
se usa preferiblemente para formar un enlace amida con un grupo amino de un residuo de acido sialico o un derivado de
acido sialico, o con un grupo amino de una molécula OEG, si esta presente, o con el grupo amino de otro residuo Glu, si
esta presente. El grupo amino de Glu, a su vez, forma un enlace amida con el grupo carboxi de la fraccion de dilacion, o
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con el grupo carboxi de una molécula OEG, si esta presente, o con el grupo gamma-carboxi de otro Glu, si esta
presente. Esta manera de inclusion de Glu se denomina ocasionalmente de forma abreviada como "gamma-Glu".

[0041] Oligosacaridos N- y O-enlazados: tanto los N-glicanos como los O-glicanos estan unidos a las proteinas por las
células que producen la proteina. La maquinaria de N-glicosilacién celular reconoce y glicosila las sefiales de N-
glicosilacion (motivos N-X-S/T) en la cadena de aminoacidos, cuando la proteina naciente se transloca del ribosoma al
reticulo endoplasmatico. Asimismo, los O-glicanos estan unidos a sitios de O-glicosilacién especificos en la cadena de
aminoacidos, pero los motivos que desencadenan la O-glicosilacion son mucho mas heterogéneos que las sefiales de
N-glicosilacién y nuestra capacidad para predecir los sitios de O-glicosilacion en las secuencias de aminoacidos sigue
siendo inadecuada. Métodos de conjugacion de polipéptidos con varios grupos laterales poliméricos se describen, por
ejemplo, en la WO0331464.

[0042] La "glicoproteina lIb/llla" o "GPIIb/llla" es una integrina que se encuentra en las plaquetas. Es un receptor para
fibrinbgeno y ayuda en la activacion de plaquetas. El complejo se forma mediante la asociacion calcio-dependiente de
GPllb y GPllla, un paso necesario en la agregacion plaquetaria normal y la adherencia endotelial. La activacion de
plaquetas produce un cambio conformacional en los receptores GPIIb/llla de plaguetas que induce la unién al
fibrinbgeno. Un anticuerpo GPIIb/Illa no inhibidor que no inhibe la agregacion plaquetaria segun la invencion no deberia
estar dirigido a la parte de reconocimiento de fibrindbgeno que comprende el bolsillo de unién a ligandos en la cabeza
globular de la integrina. Estas partes de la GPlIb/llla estan directamente implicadas en el reconocimiento de RGD y por
lo tanto la unién al fibrindgeno no se entiende completamente. No obstante, en la GPllla, se describe que los
aminoacidos 109-171 estan implicados en la interaccion (D'Souza et al., Science 242; 91-93, 1988) mientras que en la
GPllb los aminoacidos de importancia se cree que comprenden los aminoacidos 294-314 (D'Souza et al., JBC
265:6;3440-46, 1990) o los aminoacidos 145-224 (Kamata et al., JBC 271:18610-15, 1996, Tozer et al., Blood 93:918-24
1999, Basani et al., Blood 95.180- 88, 2000). El anticuerpo AP3 no inhibidor segun la presente invencion se cree que
tiene la capacidad de enlazarse a un epitopo situado dentro de los aminoacidos 348-421 de GPllla v,
consecuentemente, no interfiere con la unién al fibrindgeno (Kouns et al. Blood 15;78(12):3215-23, 1991).

[0043] El término "anticuerpo de GPIIb/Illa", "factor objetivo", como se utiliza en este caso, pretende hacer referencia a
las moléculas de inmunoglobulina y fragmentos de las mismas que tienen la capacidad de enlazarse especificamente a
la integrina GPIIb/llla. Dichos anticuerpos GPIIb/llla ademas enlazan con el receptor de GPIlIb/llla de una forma
esencialmente no inhibidora, lo que significa que la capacidad de las plaquetas para enlazar con el fibrinégeno y para
agregar para formar el coagulo primario no disminuye significativamente (tal como por ejemplo, disminuye menos de
20%, 15%, 10%, 5% o 1% en comparacién con la adicion de un anticuerpo de referencia) en la union del anticuerpo de
GPlIb/llla. La agregacion plaquetaria se midié por control del cambio en la transmisién de luz a través de una
suspension de plaquetas aisladas. Este método lo describié por primera vez esencialmente Gustav von Born en los
afos 60 (Born, Nature 1962) y hoy es uno de los métodos mas usados para la evaluacion de la funcién de las plaquetas.
En resumen, el método mide la capacidad de la luz para atravesar una suspension de plaquetas. Esta suspension de
plaquetas puede ser tanto plasma rico en plaquetas como plaquetas aisladas. La muestra se ilumina y se mide la
cantidad de luz que atraviesa la muestra. Tras la activacion, la GPIIb/llla cambia su conformaciéon a un estado de alto
enlace al fibrinégeno y en presencia de fibrindgeno las plaquetas comenzaran a formar agregados. Esto se registra
como un aumento en la transmision de luz ya que mas cantidad de luz atravesara una muestra con pocos agregados
grandes que con muchas plaquetas individuales.

[0044] Los anticuerpos de longitud completa comprenden cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas (H) y
dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una region
variable de cadena pesada (abreviada como HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada. La region
constante de cadena pesada esta compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta
por una region variable de cadena ligera (abreviada como LCVR o VL) y una regién constante de cadena ligera. La
region constante de cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden estar subdivididas
ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes complementarias (CDR), dispersas con
regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta compuesta por tres CDRs
y cuatro FRs, dispuestas desde el amino-termino hasta el carboxi-termino en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDRS3, FR4. Asi, en la definicion de un anticuerpo también hay uno o mas fragmentos de un anticuerpo que
retienen la capacidad para enlazar especificamente con GPlIb/llla.

[0045] Se ha demostrado que la funciéon de unién al antigeno de un anticuerpo puede ser realizada por fragmentos de
un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unidén abarcados dentro del término "anticuerpo"”
incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH I; (ii) los
fragmentos F(ab)2 y F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente
disulfuro en la region de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que
consiste en los dominos VL y VH de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature
341:544-546) que consiste en un dominio VH y (vi) una region determinante complementaria aislada (CDR). Ademas,
aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH estan codificados por genes separados, se pueden unir usando
métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les habilita para estar hechos como una Unica cadena de
proteina en la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
monocatenario (scFv) (véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426: and Huston et al. (1988) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Tales anticuerpos monocatenarios estan también destinados a estar abarcados dentro
del término "anticuerpo”.

[0046] Otras formas de anticuerpos monocatenarios, tales como los diacuerpos estan también abarcados. Los
diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los que los dominios VH y VL se expresan en una cadena Unica
polipeptidica, pero utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejado entre los dos dominios
en la misma cadena, forzando asi a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena y
creando dos sitios de unién al antigeno (véase, por ejemplo, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448; Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123). Se entiende que la proteina X puede tener uno o mas
determinantes antigénicos que comprenden (1) determinantes antigénicos peptidicos que consisten en cadenas Unicas
peptidicas dentro de la proteina X, (2) determinantes antigénicos conformacionales que consisten en mas de una
cadena peptidica espacialmente contigua cuyas secuencias de aminoacidos respectivas estan localizadas de forma
inconexa a lo largo de la secuencia polipeptidica de la proteina X y (3) determinantes antigénicos postraduccionales que
consisten en estructuras moleculares enteras o parte de éstas fijadas de manera covalente a la proteina X tras la
traduccion, tal como grupos carbohidrato o similares.

[0047] En otra forma de realizaciéon preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor es un AP3 o un anticuerpo SZ22 o
fragmento del mismo.

[0048] Los términos, "anticuerpo humano", "anticuerpos humanos", como se utilizan en este caso, se refieren a
anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de las secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (p. ej., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica de sitio in vifro o por mutacion somatica in vivo), por ejemplo en las CDRs y en particular la CDR3.

[0049] EI término "epitopo"”, como se utiliza en este caso, se refiere a cualquier determinante antigénico en un antigeno
al que se enlaza el anticuerpo. Los determinantes epitdpicos usualmente consisten en reagrupamientos de superficie
quimicamente activos de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azlcar y normalmente tienen
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, al igual que caracteristicas de carga especificas.

[0050] En general, el anticuerpo GPlIb/llla se puede ligar a la secuencia de aminoacidos de FVIII o FVIII analogo de
cualquier manera adecuada. Asi, por ejemplo, el anticuerpo se puede expresar como parte de una "proteina de fusion"
con la secuencia de aminoacidos de FVIII o de FVIII analogo o separadamente unido mediante métodos quimicos y/o
enzimaticos. En este ultimo respecto, el anticuerpo se puede ligar a la secuencia de FVIIl o de FVIII analogo por una
transacilacion mediada por sortasa o carboxipeptidasa (véase, por ejemplo, Stennicke, International Patent Publication
W02006/013202 A2; Hoess et al., International Patent Application WO 2006/015879 A1; Zhang et al., Protein Exp. Purif.
(2004) 36, 292-299) para descripcidon de métodos y principios pertinentes.

[0051] En un aspecto, el anticuerpo GPIIb/llla se liga a la secuencia de aminoacidos de FVIII o de FVIII analogo (es
decir, se "crea genéticamente") de manera que se pueda escindir de la secuencia de FVIII o de FVIII analogo bajo, por
ejemplo, por insercion en el dominio B.

[0052] En un aspecto, la invencion proporciona moléculas de FVIII que comprenden dos o mas anticuerpos GPlIb/Illa o
que comprenden un unico anticuerpo que especificamente se enlaza a dos o mas objetivos. Por ejemplo, en un aspecto,
la invenciéon proporciona moléculas de FVIII que comprenden un anticuerpo biespecifico o multiespecifico o un
fragmento de anticuerpos. En un aspecto, el anticuerpo es una molécula de anticuerpo multiespecifico (anticuerpo en
toda su longitud o fragmento de anticuerpo) en la que un objetivo del anticuerpo (tal como un "brazo" de un anticuerpo
biespecifico) se enlaza especificamente a una parte del dominio B que esta incluida en la molécula de FVIIl y otra parte
se enlaza a un objetivo asociado con las plaquetas y/o los megacariocitos. Ejemplos de anticuerpos especificos del
dominio B se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Lavigne-Lissalde et al., THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS,
Volume: 98, Issue: 1, Pages: 138-147, 2007). Del aspecto del parrafo precedente debe quedar claro que un anticuerpo
GPIlIb/llla puede estar asociado a una secuencia de aminoacidos de FVIII o de FVIII analogo que contiene parte de la
molécula de FVIII por otros medios adecuados diferentes de la unién covalente, incluyendo por interacciones no
covalentes proteina-proteina, proteina-fracciéon o fraccién-fraccién. En otros aspectos, como se describe en otro punto
de la presente, un/el anticuerpo GPIlIb/llla se liga a la secuencia de aminoacidos de FVIII o de FVIII analogo por al
menos un enlace covalente. En un aspecto, el anticuerpo GPIIb/llla se liga a la secuencia de aminoacidos de FVIII o de
FVIII analogo via un enlace amida (p. €j., en el caso de una "proteina de fusién" de una secuencia de aminoacidos de
FVIIl y el anticuerpo de GPIlb/llla). También deberia quedar claro que el enlace a la secuencia de aminoacidos puede
ser directo o indirecto. Por ejemplo, el enlace puede comprender un enlazador adecuado, que puede ser una fraccion
quimica (ejemplos de ello se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense con el n° de publicacion:
20030236190) o una secuencia de aminoacidos, tal como un enlazador Gli(X)Ser(i) flexible. En otro aspecto, el enlace
es a través de un glicano que esta asociado a un aminoacido de la secuencia de aminoacidos. Incluso tales enlaces de
glicano pueden comprender elementos de enlace adicionales, por ejemplo, donde el glicano en si se derivatiza con un
elemento que enlaza a la molécula objetivo.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2427627 T3

[0053] Se apreciara de forma mas general que los diferentes aspectos de la invencion se pueden combinar de cualquier
manera adecuada. Asi, por ejemplo, en una faceta, la invencién proporciona una molécula de FVIII que comprende una
parte de molécula de anticuerpo GPIlIb/llla biespecifico que se enlaza al dominio B de la molécula de FVIIl y un sitio de
escision (que puede ser el sitio de escision de trombina natural) que permite que se elimine el dominio B de la molécula
de FVIII, liberando la parte de molécula de anticuerpo objetivo de la molécula de FVIII activa.

[0054] La actividad bioldgica de una molécula de FVIII de la invencion se puede evaluar también facilmente utilizando
métodos rutinarios y conocidos. Por ejemplo, la molécula de FVIII se puede incubar con plaquetas en reposo, las
plaquetas ligadas por purificado, por ejemplo, por filtracion de gel o centrifugado diferencial, y la molécula de FVIII
activada con trombina; tras lo cual se puede visualizar la eficiencia catalitica y la demostracion de actividad por ensayos
cromogénicos estandar (p. ej., COATEST) o un ensayo de coagulo. La prolongacién de la vida media in vivo se puede
evaluar de forma similar utilizando métodos estandar. Por ejemplo, ratones con hemofilia A (FVII™™°) se pueden
monitorizar para actividad de FVIII especifica por diferentes métodos, incluyendo ensayos de coagulo (ratones
FVII™™) 5 ensayos de actividad de FX. Debe observarse que el método de esta invencion, aunque se describe con
referencia al Factor VIII humano, se puede aplicar a proteinas de Factor VIII de otros mamiferos, tales como perros,
ratones, etc. Tales proteinas se conocen en la técnica y la aplicacién de los métodos de la invencioén a tales homdlogos
de FVIIl y otras especies sdlo requiere experimentacion rutinaria.

[0055] Las moléculas de FVIII de la invencion se pueden proporcionar en una dosificacion que es similar o algo menor
que la cantidad de FVIII tipicamente administrada a un sujeto o paciente para el efecto fisiolégico deseado pertinente.
En general, las formulaciones de FVIIl conocidas en la técnica también se pueden usar en la preparacion de
composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de FVIII de la presente invencion.

[0056] La invencion también proporciona un acido nucleico que codifica una molécula de FVIII de proteina de fusiéon
segun la presente invencion. El acido nucleico puede ser cualquier tipo adecuado de acido nucleico que codifique tal
molécula (p. €j., un ssADN, dsADN, o un ARN, que puede comprender varias modificaciones adecuadas conocidas por
los expertos en la técnica, tal como una estructura de fosfotioato). Un acido nucleico puede incluir ademas elementos de
expresion, tales como promotores, potenciadores, secuencias poliA y similares. Tal acido nucleico se puede incorporar
también en un vector adecuado que comprenda incluso otros elementos, tales como genes de resistencia y similares,
que pueden ser cualquier tipo adecuado de vector (p. €j., un vector virico, tal como un vector adenovirico, de poxvirus o
vector viral adenoasociado o un vector plasmido). Tales acidos nucleicos y vectores se pueden incorporar también en
células huésped adecuadas para expresién o mantenimiento, que tipicamente seran células mamiferas, tales como
células COS o HEK. En este y otros aspectos, la invencion proporciona un método para producir moléculas de FVIII de
la invencion y moléculas de FVIII potenciales de la invencion.

[0057] En una forma de realizacion preferida, la molécula de FVIII segun la invencién ademas ha modulado,
preferiblemente reducido, la capacidad enlazante de vWF, preferiblemente porque incluye una sustitucion de
aminoacidos en la posicién 1680, tal como por ejemplo una de las siguientes sustituciones: Y1680F, Y1680R, Y1680N o
Y1680C. En otras formas de realizacion preferidas, la molécula de FVIIl segun la invencion comprende mutaciones de
aminoacidos que pueden dar como resultado, por ejemplo, unién modulada a, por ejemplo, LPR, diferentes receptores,
otros factores de coagulacion, superficies celulares, etc.

[0058] En otra forma de realizacion, la molécula de Factor VIII segun la invencion esta unida de manera covalente al
anticuerpo GPIlIb/llla no inhibidor via un enlazador. Preferiblemente, el enlazador comprende un glicano N-enlazado u
O-enlazado en la molécula de FVIIl. Segun una forma de realizacién particularmente preferida, el glicano esta ubicado
en el dominio B de la molécula de Factor VIl segin la invencion. El dominio B es preferiblemente un dominio B
truncado. En una forma de realizacion preferida particular, el anticuerpo GPIIb/Illa no inhibidor y el FVIII estan enlazados
a través de un enlazador que conecta el glicano O-enlazado del dominio B de FVIIl y un glicano N-enlazado del
anticuerpo GPlIb/llla no inhibidor. En otra forma de realizaciéon preferida, el anticuerpo GPIlIb/llla no inhibidor es un
anticuerpo de longitud total. En una forma de realizacién preferida este anticuerpo de longitud total es un anticuerpo
AP3,SEC1y20SEC1y3.

[0059] En otra forma de realizacion preferida, el glicano N-enlazado del anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor es parte de la
region constante del anticuerpo. En otra forma de realizacion preferida, el glicano N-enlazado del anticuerpo GPlIb/llla
no inhibidor es parte de la cadena ligera del anticuerpo. El enlazador puede comprender un polimero de polietilenglicol.

[0060] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo GPIIb/Illa no inhibidor y el FVIII se enlazan a través de un
enlazador que conecta un glicano O-enlazado intacto del dominio B de FVIIl y un glicano N-enlazado intacto del
anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor.

[0061] En una forma de realizacion preferida diferente, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor y el FVIII se enlazan a través

de un enlazador que conecta un glicano O-enlazado del dominio B de FVIII y el N-término del anticuerpo GPIIb/llla no
inhibidor. En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor es un fragmento Fab de AP3.
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[0062] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo GPIIb/Illa no inhibidor y el FVIII se enlazan a través de un
enlazador que conecta un glicano O-enlazado del dominio B de FVIII y un residuo Cys del anticuerpo GPlIb/llla no
inhibidor. En una forma de realizacién preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor es un ScFv de AP3.

[0063] En otra forma de realizacion preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor y FVIII se enlazan a través de un
enlazador que conecta un glicano O-enlazado del dominio B de FVIIl y uno o mas residuos Lys del anticuerpo GPIIb/llla
no inhibidor. En una forma de realizacion preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor es un anticuerpo de longitud
total AP3 (SEC 1y 20 SEC 1y 3).

[0064] En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor se fusiona al dominio B de una
molécula de Factor VIII con dominio B truncado segun la invencién. La presente invencion, por lo tanto, también
comprende acidos nucleicos y vectores que codifican tales moléculas, al igual que células huésped que comprenden
tales acidos nucleicos y/o vectores.

[0065] En otra forma de realizacion preferida, el dominio A3 de la molécula de FVIII segun la invencion se sustituye por
el anticuerpo GPIIb/llla no inhibidor.

[0066] Segun una forma de realizacion particularmente preferida, la molécula de FVIII segun la invencion comprende la
secuencia como aparece en SEC ID n® 3 y el enlazador comprende un glicano O-enlazado colocado en el dominio B.

[0067] Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para producir una molécula de FVIIlI segun la invencion,
dicho método comprende la expresion de un acido nucleico segun la invencion. Alternativamente, el método segun la
invencion comprende la conjugacion de la molécula de FVIII con el anticuerpo GPIIb/llla.

[0068] Otro aspecto se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una molécula de FVIII segun la
invencion.

[0069] En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de una molécula de FVIII segun la invencién para producir un
medicamento para el tratamiento de la hemofilia A.

[0070] En un aspecto final, la presente invencion se refiere a un método de tratamiento de la hemofilia A en un huésped
mamifero que comprende la administracion al huésped de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula segun
la invencion.

Construccion

[0071] Todas las referencias, incluyendo las publicaciones, solicitudes de patente y patentes citadas en la presente se
incorporan por referencia en su integridad y en la misma medida que si cada referencia se indicara individual y
especificamente para ser incorporada por referencia y fuera expuesta en su totalidad en la presente (en la maxima
medida permitida por ley), independientemente de cualquier incorporacion proporcionada separadamente de
documentos particulares hecha en otra parte del documento.

[0072] El uso de los términos "un", "uno" y "una" y "el", "la" y referentes similar en el contexto de la descripcion de la
invencion se debe interpretar que abarcan el singular y el plural, a menos que se indique lo contrario o que quede
claramente contradicho por el contexto. A menos que se especifique de otro modo, todos los valores exactos
proporcionados aqui representan valores aproximados correspondientes (p. €j., todos los valores de ejemplo exactos
proporcionados con respecto a un factor o medida particular se puede considerar que también proporcionan una medida
correspondiente aproximada, modificada por "aproximadamente", cuando proceda).

[0073] La descripcion en la presente de cualquier aspecto o forma de realizaciéon de la invencion que utilice términos

tales como "comprende”, "tiene", "incluye " o "contiene" con referencia a un elemento o elementos pretende dar apoyo a
un aspecto similar o forma de realizaciéon de la invencion que "consiste en", "consisten esencialmente en" o "comprende
sustancialmente" ese elemento particular o elementos, a menos que se especifique de otro modo o se contradiga
claramente por el contexto (p. ej., una composicién descrita aqui como que comprende un elemento particular deberia
entenderse como que también describe una composicién que consiste en ese elemento, a menos que se especifique lo

contrario o que se contradiga claramente por el contexto).

[0074] Todos los encabezados y subencabezados se usan aqui sélo por conveniencia y no deberian interpretarse como
limitativos de la invencion de manera alguna. El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o el lenguaje ejemplar (p. €j.,
"tal como") proporcionado aqui se destina meramente a iluminar mejor la invencién y no plantea una limitacion del
ambito de la invencion, a menos que se reivindique de otra manera. Ningun lenguaje en la especificacion deberia ser
interpretado como indicador de cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de la invencion.

[0075] La mencidn e incorporacion de documentos de patente se hace aqui sélo por conveniencia y no refleja ningun
punto de vista de la validez, patentabilidad y/o ejecutabilidad de tales documentos de patente. Esta invencion incluye
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todas las modificaciones y equivalentes del tema objeto nombrado en las reivindicaciones y/o aspectos incluidos aqui
como permite la ley aplicable.

Ejemplos
Ejemplo 1
Estructuras de FVIII y socios de fusion

[0076] Las proteinas de fusion de la presente invencion consisten en una proteina de FVIII (parte de FVIII) unida a un
polipéptido (socio de fusion) de otra proteina.

[0077] La parte de FVIII de la proteina de fusion puede ser cualquier proteina con actividad de FVIII. La parte de FVIII
puede ser una proteina de FVIII con el domino B eliminado/truncado (BDD), en la que las partes del dominio B de FVIII
se han eliminado de la proteina. F8-500 Es una proteina de FVIII BDD humano. Empezando en el N-término, F8-500
consiste en el péptido sefial de FVIII (aminoacido 19 a 1) seguido de HC de FVIII sin el dominio B (aminoacido 1-740),
un enlazador de 21 aminoacidos (SFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR) (SEC ID n° 4) y LC de FVIII (aminoacidos 1649-
2332 de FVIII humano de tipo salvaje). La secuencia del enlazador de 21 aminoacidos se deriva del dominio B de FVIIl y
consiste en los aminoacidos 741-750 y 1638-1648 del FVIII humano de tipo salvaje en toda su longitud.

[0078] F8-500-Aa3 consiste en F8-500 sin la region A3. En F8-500-Aa3, los aminoacido 1647-1687 del FVIII humano de
tipo salvaje se eliminan de F8-500. Asi, el sitio de furina en los aminoacidos 1645-1648 se destruye. Un sitio de furina y
trombina combinado se crea, no obstante, por la extension de los aminoacidos R1645-H1646-P1688-R1689 en F8-500-
Aa3. La region a3 es importante para la union de FVIII a vWF y, por lo tanto, la afinidad de F8-500-Aa3 para VWF se
reduce en comparacion con el FVIII de tipo salvaje.

[0079] F8-500-His consiste en F8-500 con una etiqueta His insertada en el enlazador de F8-500. Asi, la secuencia
enlazadora de F8- 500-His es SFSQNSRHPSHHHHHHSQNPPVLKRHQR (SEC ID n° 5).

[0080] F8-500-Aa3-His consiste en F8-500 sin la regién a3 pero con una etiqueta His insertada en el enlazador de F8-
500. Asi, en F8-500-Aa3-His, los aminoacidos 1647-1687 de FVIII humano de tipo salvaje se han eliminado de F8-500 y
la secuencia enlazadora es SFSQNSRHPSHHHHHHSQNPPVLKRHQR (SEC ID n° 6).

[0081] F8-500-Y1680F y F8-500-Y1680C consisten en F8-500 en el que el aminoacido 1680 de FVIIl humano de tipo
salvaje en toda su longitud se ha cambiado de tirosina a fenilalanina y cisteina, respectivamente. Estos dos reemplazos
de aminoacidos reducen la afinidad de FVIII para factor vWF. Ademas, la sustitucion de aminoacidos Y1680C introduce
una cisteina libre que se puede usar como un identificador para conjugar fracciones de dilacién a la proteina de fusion.

[0082] El socio de fusidn se puede unir a diferentes posiciones en la parte de FVIII de la proteina de fusion. Ejemplos no
limitativos de posiciones en el FVIII para unirse al socio de fusién estan en el dominio B o el enlazador derivado del
dominio B entre la HC y la LC de FVIII, en la posicion de a3, y en el C-término de la LC de FVIII.

Ejemplo 2
Construccioén de vectores de expresion que codifican estructuras de FVIIl y proteinas de fusion

[0083] Las fusiones entre FVIII y los socios de fusién implican todas PCR para amplificar el socio de fusion. Los sitios de
restriccion se agregan a las extremidades de los cebadores de PCR usados. Las enzimas de restriccion se usan para
clonar ADNc de socio de fusion o sintetizar ADN en el ADNc de FVIIL.

[0084] Las fusiones en el dominio B de F8-500 ocurren entre los aa 750 y aa 1638. Los sitios de restriccion Avrll, Nrul,
Agel y Mlul dentro del dominio B o que lo flanquean se usan para insertar el socio de fusién que codifica el ADN.

[0085] Para fusiones en el carboxi terminal de cadena ligera de FVIII, el constructo codificante F8-500 se modifica. El
sitio BamHlI interno (aa 604-606) se elimina por mutagénesis dirigida al sitio y el ADN que codifica el enlazador (GGGS)s
flexible se inserta en 3' en la regién de codificacion. Un sitio BamHI nuevo se introduce en el 3' final del enlazador que
codifica ADN para facilitar la clonacién de los socios de fusion C-terminales entre los sitios BamHI y Notl.
Posteriormente, se inserta el ADN del socio de fusion.

[0086] Para insertar el socio de fusidon que codifica ADN en las posiciones a3 reemplazando asi a3 con el socio de
fusion en la proteina codificada, el sitio de restriccion Sacll se introduce en 3' en la regidn de codificacion de a3. Asi, el
socio de fusiéon que codifica ADN se puede introducir por insercidn entre los sitios Agel y Sacll o entre los sitios Avrll y
Sacll.
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Ejemplo 3

AP3 migG1 ab de longitud total

[0087] Las regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo anti-GPlla-1lIB, AP3, se amplificaron a partir
del ARN aislado de las células de hibridoma que expresan el anticuerpo AP3, usando el equipo de amplificacion de

ADNc SMART™ RACE (Clontech, Ca, USA). Los cebadores usados para la amplificacion de las regiones variables de
las dos cadenas de AP3 fueron:

Cadena pesada:
[0088]
Mezcla A de cebador universal (Clontech, CA):
Largo (0,4 uM):
5'-ctaatacgactcactatagggcAAGCAGTGGTATCACGCAGAGT-3' (SEC ID n° 7)
Corto (2 uM):
5'-ctaatacgactcactatagggc-3' (SEC ID n° 8)
Cebador 69 (10 uM)
5'-gctctagactaacactcattcctgttgaagctcttg-3' (SEC ID n° 9)
Cadena ligera
[0089]
Mezcla A de cebador universal (Clontech:
Largo (0,4 uM):
5'-ctaatacgactcactatagggcAAGCAGTGGTATCACGCAGAGT-3' (SEC ID n° 10)
Corto (2 uM):
5'-ctaatacgactcactatagggc-3' (SEC ID n°® 11)
Cebador 312 (10 pM)
5'-gtctaccacaacacacgtgac-3' (SEC ID n°® 12)
[0090] Las regiones variables se clonaron en el vector pCR4 utilizando el equipo de clonacién por PCR para
secuenciacion Zero Blunt® TOPO® (numero de catalogo: K287520, Invitrogen, CA, USA). La regién variable de cadena
pesada se subcloné posteriormente en los sitios Eco-RI-BamHI de un vector de expresion basado en pTT5 que contenia
una estructura IgG1 murina para generar una cadena pesada de AP3 migG1. La secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada de AP3 migG1 se muestra mas adelante. La cadena ligera de AP3 IgK se amplificd del vector pCR4
utilizando el cebador AP-3 LC kl1 sentido (5'-GACTTTTTG- TATGAATTCCTCACCATGAGGTGC-3"; SEC ID n° 13) y un
cebador antisentido M13. El fragmento de PCR se subcloné en el sitio EcoRI de un vector de expresion basado en pTT5
vacio. La secuencia de aminoacidos de la proteina de cadena ligera de AP3 migK se muestra mas adelante. Los dos
vectores que codifican el AP3 ab de longitud total se expresaron transitoriamente en células Hek293 6E. Las
transfecciones se efectuaron usando 293fectin como agente de transfeccion (nimero de catalogo: 12347-019,
Invitrogen, CA, USA) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Las transfecciones se dejaron
durante 5 dias antes de cosecharlas.
[0091] Una cisteina problematica potencial en la posicion 39 (posicién 34 segun el sistema de numeracion Kabat) se
identifico en la cadena ligera del anticuerpo AP3. El residuo de cisteina se mutd con éxito a una serina a través de
mutagénesis dirigida al sitio utilizando el equipo de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (niumero de catalogo:
200518, Stratagene, CA, USA) y los siguientes dos cebadores:
AP3LC C39S S
5'-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3' (SEC ID n° 14)

AP3LC C39S AS
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5'-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3' (SEC ID n° 15)
[0092] La secuencia de la proteina resultante se muestra mas adelante. Un AP3 migG1 ab de longitud total que
contenia la mutaciéon C39S se pudo expresar por combinacién de los dos constructos de vector que expresan la SEC ID
n® 16y SEC ID n° 18.
Ejemplo 4
Purificacion de AP3 FL migG1 wty AP3 FL migG1 wt HC LC C39S.
[0093] La purificacion de las proteinas AP3 FL migG1 wt y AP3 FL migG1 wt HC LC C39S (ejemplo 3) se llevo a cabo
por un proceso de 1 paso compuesto por cromatografia de afinidad utilizando una resina MabSelect SuRe de proteina A
(GE Healthcare, n° de catalogo: 17-5438-01). La purificacion se llevo a cabo utilizando un sistema de cromatografia
AktaExplorer (GE Healthcare, n°® de catalogo: 18-1112-41). Los sistemas de tampdn usados para el paso de purificacion
fueron un tampén de equilibrado compuesto por Tris, 3 M de NaCl, pH 8,5 y un tampén de eluciéon compuesto por 10
mM de acido férmico, pH 3,5. El sobrenadante se ajustd a 3 M de NaCl y pH 8,5 antes de aplicarlo a la columna
MabSelect SuRe. La columna se lavé con 15 volimenes de columna de tampdn de equilibrado y la proteina se eluyd
isocraticamente en aprox. 1 volumen de columna de tampodn de elucion. AP3 FL migG1 1 wt HC LC C39S se analizd
usando SDS-PAGE/Coomassie y SEC-HPLC, mostrando que una proteina pura y homogénea de aprox. 150 kDa
(aprox. 50 kDa de componente de cadena pesada y aprox. 25 kDa de componente de cadena ligera) se obtuvo de la
purificacion con una pureza de >98%, segun se midié por SEC-HPLC. Para medir la concentracion de proteina final, se
uso un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente de extincion de 1,56.
[0094] La caracterizaciéon del anticuerpo se realizé por analisis LC-MS del mAb intacto reducido. La cadena pesada
mostré que contenia glicanos GOF y G1F. La cadena ligera mostré que estaba glicosilada con glicanos biantenarios con
un acido sialico (G2FS) como estructura principal. El tratamiento con sialidasa dio el cambio previsto en los valores de
masa de 291 amu, confirmando la presencia de un acido sialico.
[0095] La union del anticuerpo AP3 FL migG1 wt de longitud total a plaquetas en reposo se confirmé por analisis FACS.

SEC ID n°® 16: AP3 migG1 HC

QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYN-
KYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYG-
NYDYAMDSWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQ-
TNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSST-
WPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLT-
PKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSYSELPIM-
HQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPP-
KEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITYEWQWNGQPAENYKNTGPIM-
DTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
SEC ID n®17: AP3 migK LC
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLI-
YRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLELK-
RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGS-
ERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNNYTCEATHKTSTSPIVKSFN-

RNEC
SEC ID n° 18: AP3 IgK LC C39S
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DIVMTQAAPSVPYTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQLLI-
YRMSNLASGVPDRFSGSGS5GTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIK-

RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVWCFLANFYPKDINVKWKIDGS-
ERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNNYTCEATHKTSTSPIVKSFN-

RNEC

Ejemplo 5

Constructos AP3 scFV

[0096] Basado en las secuencias de ADN que codifican las regiones variables de las cadenas ligera y pesada del
anticuerpo AP3, dos formatos de anticuerpo monocatenarios de AP3 ab (AP3 LC-HC scFV y AP3 HC-LC scFV) se
pidieron a MWG biotech, Alemania. La secuencia de aminoacidos de la dos proteinas scFV se indicaen SEC ID n° 21y
SEC ID n°® 22. La construccion incluyé una region enlazadora (G4S)s3) de 15 aa introducida entre las dos regiones
variables para permitir el correcto emparejado de los fragmentos de V4 y V.. Una etiqueta Flag se incluy6 en el C-
término de ambas proteinas para fines de purificacion.

[0097] Los genes que codifican los dos formatos monocatenarios del AP3 ab se subclonaron posteriormente en el sitio
Hindlll de un vector de expresion basado en pTT5. Los dos constructos que codifican los dos anticuerpos AP3
monocatenarios se expresaron transitoriamente en células Hek293 6E, usando 293fectin como agente de transfeccion
(numero de catalogo 12347-019, Invitrogen, Ca, USA) siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. Las
transfecciones se dejaron durante 5 dias antes de la cosecha.

[0098] La unién de los dos anticuerpos AP3 monocatenarios AP3-LC-HC scFV-FLAG, AP3-HC-LC scFV-FLAG a
GPlla/llIB de plaquetas en reposo se confirmé por analisis FACS.

[0099] La cisteina problematica potencial en la posicion 39 (posicion 34 segun el sistema de numeracion Kabat)
identificada en la cadena ligera del anticuerpo AP3 muté a una serina en el constructo AP3 LC-HC scFV. Esto se realizd
utilizando el equipo de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (numero de catalogo: 200518, Stratagene, Ca, USA) y
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante y utilizando los siguientes dos cebadores:
AP3LC C39S S
5'-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3' (SEC ID n° 19)
AP3 LC C39S AS
5'-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3' (SEC ID n° 20)
[0100] La secuencia de la proteina AP3 LC-HC scFV-FLAG C39S resultante se muestra en SEC ID n° 23.

SEC ID n° 21: AP3-LC-HC scFV-FLAG

DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLI-
YRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQH-
LEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGGSGEGGSQVQLOQSGAELVRPGTSVKISCK-
ASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY-
MOLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSDYKDDDDK*

SEC ID n°® 22: AP3-HC-LC scFV-FLAG
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QVQLQOSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKOQRPGHGLEWIGDIYPGGGYN-
KYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYG-
NYDYAMDSWGQGTSVTVSSGGEGEGSGEGG5GGGESDIVMTQAAPSYPYTPGESYSIS-
CRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFT-
LRISRVEAEDVGYYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRDYKDDDDK*

SEC ID n° 23: AP3-LC-HC scFV-FLAG C39S

DIVMTCQAAPSVPYTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQLLI-
YRMSNLASGVYPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQH-
LEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGESGGEGGSGEGGESQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCK-
ASGYTFTNYWLGWYKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY-
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSDYKDDDDK*

[0101] La unién del anticuerpo monocatenario AP3 LC-HC scFV-FLAG C39S a plaquetas en reposo se confirmé por
analisis FACS.

Ejemplo 6
Constructos AP3 scFV-Cys
[0102] Para facilitar la conjugacién de AP3 LC-HC scFV C39S a FVIII, un residuo Cys libre se introdujo en el scFV por
mutagénesis dirigida al sitio. Se fabricaron dos constructos. En un constructo, se introdujo un residuo de cisteina
desparejada en el C-término de la proteina AP3 LC-HC scFV por mutagénesis dirigida al sitio mediante el uso del
equipo de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (numero de catélogo: 200518, Stratagene, Ca, USA), siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante y utilizando los siguientes dos cebadores:
AP3 scFV Cys S
5'-cgacgacgacaagtgctgaaagcttcgtacg-3' (SEC ID n° 24)
AP3 scFV Cys AS
5'-cgtacgaagctttcagcacttgtcgtcgtcg-3' (SEC ID n° 25)
[0103] En otro constructo, se introdujo una cisteina desparejada mediante mutacion de una serina en la posicion 248 en
AP3 LC-HC scFV a cisteina. La cisteina problematica potencial en la posicién 39 (posicion 34 segun el sistema de
numeracion Kabat) identificada en la cadena ligera del anticuerpo AP3 se muté posteriormente a una serina utilizando el
equipo de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (numero de catélogo: 200518, Stratagene, Ca, USA), siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante y utilizando los siguientes dos cebadores:
Conjunto de cebadores A
[0104]
AP3 scFV LC-HC S248C S
5'-gtgaccgtgagctgcgactacaaggac-3' (SEC ID n° 26)
AP3 scFV LC-HC S248C AS
5'-gtcctigtagtcgcagctcacggtcac-3' (SEC ID n° 27)

Conjunto de cebadores B

[0105]
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AP3LC C39S S
5'-caacacttacttgtcctggttcctgcag-3' (SEC ID n° 28)
AP3 LC C39S AS
5'-ctgcaggaaccaggacaagtaagtgttg-3' (SEC ID n° 29)

[0106] Todos los constructos AP3 scFV se expresaron transitoriamente en células Hek293 6E. Las transfecciones se
efectuaron usando 293fectin como agente de transfeccion (nimero de catalogo: 12347-019, Invitrogen, Ca, USA)
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. Las transfecciones se dejaron durante 5 dias antes de la
cosecha.
[0107] Todos los fragmentos de scFV se purificaron segun el siguiente procedimiento:
Ejemplo 7
Purificacion y caracterizacion de proteinas AP3 LC-HC scFV.
[0108] La purificacion de las proteinas AP3 LC-HC scFV (ejemplos 5 y 6) se llevo a cabo utilizando un proceso de 2
pasos compuesto por cromatografia de afinidad utilizando un gel de afinidad M2 anti-FLAG (Sigma, nimero de catalogo:
A2220) seguido de una columna de gelfiltracién Superdex 75pg para eliminar los agregados y otros contaminantes de
alto PM si se observaron (GE Healthcare, n° de catalogo: 17-1068-01). La purificacion se llevo a cabo utilizando un
sistema de cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, n° de catalogo: 18-1112-41). Los sistemas de tampdén usados
para el primer paso de purificacién fueron un tampoén de equilibrado compuesto por 20 mM de Hepes, 150 mM de NacCl,
0,01% de Tween-80 (v/v), pH 7,5 y un tampoén de elucion compuesto por 100 mM de glicina, pH 3,5/NaOH. El
sobrenadante se ajustd primero a pH 6,7 con 0,5 M de Hepes pH 10,5 o se aplico directamente sobre una columna de
afinidad M2 anti-FLAG preequilibrada. La columna se lavd con 10 volumenes de columna de tampdn de equilibrado y la
proteina se eluyo isocraticamente en aprox. 2 volimenes de columna de tampén de elucién. La proteina eluida se diluyo
1:1 en 100 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 7,5 y se analiz6 usando SDS-PAGE/Coomassie y SEC-HPLC. Si se
obtuvo una proteina pura (>75%) y homogénea de aprox. 28 kDa del primer paso de purificacion, no se llevé a cabo
mas purificacion. Si no, entonces se llevd a cabo el segundo paso de gelfiltracion utilizando 20mM de Tris, 1M de NaCl,
pH 7,5. Se aplico entre 2-3,5% de carga y las fracciones que contenian la proteina eluida se analizaron usando SDS-
PAGE/Coomassie y SEC-HPLC. Sobre la base de los analisis, se prepar6 una agrupacion con una proteina pura
(>80%) y homogénea. Para medir la concentracién de proteina final, se usé un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo
Scientific) junto con un coeficiente de extincion de 1,79.

SEC ID n° 30: AP3 LC-HC scFV INS257C FLAG

DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLAS
GVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGEGS GGG

GSGGGGSQVOLQOSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIY
PGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWG

QGTSVTVSSDYKDDDDKC

SEC ID n° 31: AP3 LC-HC scFV C39S S248C FLAG

DIVMTQAAPSVPVTPGESVYSISCRSSRSLLHSNGNTYLSWFLQRPGQSPQGLLIYRMSNLAS
GVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGS GGG
GoGGEEGSCVOLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWYVKQRPGHGLEWIGDIY
PGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDS WG
QGTSVTVSCDYKDDDDK

Ejemplo 8

Constructo AP3 Fab

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2427627 T3

[0109] Una version truncada de la cadena pesada de AP3 se gener6 por introduccion de un codén de terminacion en el
constructo que codifica la SEC ID n° 16 usando el equipo de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (n° de catalogo:
200518, Stratagene, Ca, USA) y los siguiente dos cebadores:

JP433 AP3HC Fab S
Cagggattgtggttgaaagccttgcatatg (SEC ID n° 32)
JP434 AP3 HC Fab S
Catatgcaaggctttcaaccacaatccctg (SEC ID n° 33)
[0110] La secuencia de la proteina resultante se muestra en SEC 21.

[0111] Un fragmento Fab funcional del anticuerpo AP3 se expresd por combinacion de los dos constructos que
expresan SEC ID n°® 18 y SEC ID n° 34. Las dos cadenas se expresaron transitoriamente en células Hek293 6E. Las
transfecciones se efectuaron usando 293fectin como agente de transfeccion (nimero de catalogo: 12347-019,
Invitrogen, Ca, USA) siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. Las transfecciones se dejaron durante
5 dias antes de la cosecha.

Purificacion y caracterizacion de la proteina AP3 Fab LC C39S.

[0112] La purificacién de la proteina AP3 Fab LC C39S se llevo a cabo utilizando un proceso de 2 pasos compuesto por
un intercambio de cationes utilizando Source 30S (GE Healthcare, numero de catalogo: 17-1273-01) seguido de una
columna de gelfiltracion Superdex 75pg (GE Healthcare, numero de catalogo: 17-1068-01). La purificacion se llevé a
cabo utilizando un sistema de cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, niumero de catalogo: 17-1068-01). Los
sistemas de tampon usados para el primer paso de purificacion fueron un tampén de equilibrado compuesto por 10 mM
de Na-acetato, pH 5,0 y un tampodn de elucion compuesto por 10 mM de Na-acetato, 1 M de NaCl, pH 5,0. La cosecha
se ajusté a < 3 mS/cm con la adicion de milliQ antes del ajuste del pH en pH 5,0 con 0,5 M de HCI y se aplicé a la
columna de Source 30S preequilibrada. La columna se lavé con 15 volimenes de columna de tampén de equilibrado. La
proteina se eluyo por un gradiente lineal de tampdn de equilibrio y tampo6n de elucidn sobre 20 volumenes de columna.
La proteina se eluyd en aproximadamente 8 voliumenes de columna. El segundo paso de purificacion de gelfiltracion se
realizé utilizando 20 mM de Na-fosfato, 150 mM de NaCl, pH 7,2. Se aplico entre 2-3,5% de carga y la proteina se
recogio en 5-7% de un volumen de columna. La proteina AP3 Fab LC C39S se analiz6 usando SDS-PAGE/Coomassie y
SEC-HPLC, lo que mostré que se obtuvo una proteina pura y homogénea de aprox. 50 kDa de la purificacion con una
pureza aproximada de 91,9%, segun se midié por SEC-HPLC. Para medir la concentraciéon de la proteina final, se us6
un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) junto con un coeficiente de extincion de 1,67.

SEC ID n°® 34: AP3 Fab HC

QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYN-
KYNENFKGKATLTADTSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYFCAREY G-
NYDYAMDSWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQ-
TNSMVTLGCLVKGYFPEPYTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLGSDLYTLSSSVTVRSST-
WPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCG

Ejemplo 9

Fusiones FVIII-AP3 scFV

[0113] AP3 LC-HC scFV o AP3 HC-LC scFV se fusioné a una variante de FVIII con el dominio B eliminado y el dominio
a3 eliminado utilizando las enzimas de restriccion Agel y Sacll. El FVIII con el dominio B eliminado y el dominio a3
eliminado carece de los aa 751-1637 y aa 1649-1685. Se inserté AP3 LC-HC scFV o AP3 HC-LC scFV entre los aa
R1648 y Q1686. La secuencia codificante de AP3 se amplific6 por PCR usando cebadores que contenian sitios
reconocibles para las enzimas de restriccion respectivas, Agel y Sacll. La digestion de restriccion parcial de los
productos PCR se realizé cuando el ADN tiene un sitio Agel endégeno.

[0114] Cuando el sitio de furina (RHQR) esta situado N-terminal de AP3 scFV, el AP3 scFV constituira, después del
procesamiento, el N-terminal de la cadena ligera de FVIII. El sitio de trombina R1688-R1689 también se conserva y tras

la activacion de trombina de estas variantes de FVIII el AP3 scFVs es deliberado del FVIII.

Cebadores:
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[0115]
AP3-HC-LC-Da3-Agel
Aacccaccggtcttgaaacgccatcaacggcaggtccagetgcagcagage (SEC ID n° 35)
AP3-HC-LC-Da3-Sacll
Gaaagctccgegggctctgccgcttgatttccagettgg (SEC 1D n° 36)
AP3-LC-HC-Da3-Agel
Aacccaccggtcttgaaacgccatcaacgggacatcgtgatgacccaggct (SEC ID n° 37)
AP3-LC-HC-Da3-Sacll
Gaaagctccgcegggctctggetgctcacggtcacggagg (SEC ID n° 38)
Ejemplo 10
Expresion transitoria de estructuras de FVIIl y proteinas de fusion

[0116] Las células HKB11 en una densidad de 0,9-1,1 x 10° se transfectan con un complejo de plasmido 0,7 mg/l y el
agente de transfeccion, 293Fectin (Invitrogen) 1,4 ml/l. EI complejo de transfeccion se prepara por dilucion del plasmido
y la transfeccién separadamente en OPTIMEM (Invitrogen), se mezclan las dos soluciones y se incuba la mezcla a
temperatura ambiente durante 20 minutos. La mezcla compleja se afiade a la suspension celular y la suspension se
incuba en incubadora de agitacion durante 5 dias, a 36,5 °C y 5 % de CO.. La cosecha del cultivo celular se filtra en un
filtro de membrana de 0,22 pm.

Ejemplo 11
Procedimiento general para purificacion de estructuras de FVIII y proteinas de fusion

[0117] Se rellend una columna con la resina VIlISelect (GE Healthcare), con las dimensiones 1,6 cm de diametro y 4 cm
de altura del lecho dando 8mL y se equilibré con 20mM de Imidazol + 10mM de CaCl; + 0,01% de Tween80 + 250mM
de NaCl, pH 7,3 a 500 cm/h. El filtrado de cultivo preparado como se describe en el ejemplo 3 se aplicé a la columna y
la columna se lavo posteriormente primero con tampén de equilibrado y luego con 20mM de Imidazol + 10mM de CaCl,
+ 0,01% de Tween80 + 1,5M de NaCl, pH 7,3. El FVIII ligado se eluyé isocratico a 90 cm/h con 20 mM de Imidazol + 10
mM de CaCl;, + 0,01% de Tween80 + 2,5 M de NaCl + 6,5 M de propilenglicol, pH 7,3. Las fracciones que contenian
FVIII se agruparon y diluyeron 1:10 con 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl, + 0,01% de Tween80, pH 7,3 y se
aplicaron a una columna rellena con F25-Sepharose (Thim et al., Haemophilia, 2009). La dimensién de la columna fue
de 1,6 cm de diametro y 2 cm de altura de lecho dando 4mL en volumen de columna. La columna se equilibré a 180
cm/h con 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl, + 0,01% de Tween80 + 150 mM de NaCl + 1 M de glicerol, pH 7,3 antes
de la aplicacion. Después de la aplicacion, la columna se lavé primero con tampoén de equilibrado y luego con 20 mM de
Imidazol + 10 mM de CaCl; + 0,01% de Tween80 + 650 mM de NaCl, pH 7,3. El FVIII ligado se eluyd isocratico con 20
mM de Imidazol + 10 mM de CaCl, + 0,01% de Tween80 + 2,5 M de NaCl + 50% (v/v) de etilenglicol, pH 7,3 a 30 cm/h.
Las fracciones que contenian FVIII se agruparon y diluyeron 1: 15 con 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl; + 0,01%
de Tween80, pH 7,3, excepto las variantes de FVIII con deleciones del dominio a3 que se diluyeron 1:45 en el mismo
tampon. La agrupacion diluida se aplico a una columna rellena con Poros 50HQ (PerSeptive Biosystem), con las
dimensiones de columna 0,5cm de diametro y 5cm de altura de lecho dando 1mL en volumen de columna. La columna
se equilibré a 300 cm/h con 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl, + 0,01% de Tween80 + 50 mM de NaCl + 1 M de
glicerol, pH 7,3 antes de la aplicacion. La columna se lavé con tampén de equilibrado antes la elucion utilizando un
gradiente lineal sobre 5 volimenes de columna de tampdn de equilibrado para 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl; +
0,01% de Tween80 + 1 M de NaCl + 1 M de glicerol, pH 7,3. Las fracciones que contenian FVIII se agruparon y la
agrupacion se almaceno a -80° hasta su uso.

[0118] Las variantes de FVIII con la etiqueta HIS se purificaron esencialmente como se ha descrito anteriormente, no
obstante el segundo paso de purificacion (F25-Sepharose) se cambié a Chelating Sepharose FF (GE Healthcare)
cargada con 2 volumenes de columna de 1M de NiSO.. La dimension de columna fue de 0,5 cm de diametro y 5 cm de
altura de lecho dando 1 mL de volumen de columna. La columna se equilibré con 30 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl;
+ 0,01% de Tween80 + 1,5 M de NaCl, pH 7,3 a 180 cm/h antes de la aplicacién. Después de la aplicacién, la columna
se lavé con 30 volumenes de columna de tampon de equilibrado antes de la eluciéon usando un gradiente lineal sobre 5
volumenes de columna para 250 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl; + 0,01% de Tween80 + 1,5 M de NaCl, pH 7,3. Las
fracciones que contenian FVIII se agruparon y diluyeron 1:30 con 20 mM de Imidazol + 10 mM de CaCl, + 0,01% de
Tween80, pH 7,3. El paso de purificacion final (Poros 50HQ) se realizé como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 12
Purificacion y caracterizacion de fusiones de FVIII- AP3 scFV

[0119] La purificacion de dicha proteina de fusion AP3 F8 (ejemplo 9) se llevd a cabo utilizando un proceso de 3 pasos
compuesto por un paso de cromatografia de inmunoafinidad basado en la resina VllISelect (GE Healthcare, n° de
catalogo: 17-5455-02) seguido de un segundo paso de cromatografia de inmunoafinidad basado en el anticuerpo F25
acoplado a CNBr-Sepharose FF (Thim L, Vandahl B, Karlsson J, Klausen NK, Pedersen J, Krogh TN, Kjalke M,
Petersen JM, Johnsen LB, Bolt G, Ngrby PL, Steenstrup TD (2009) Purification and characterization of a new
recombinant factor VIII (N8) Haemophilia 16: 349-59) y finalmente un paso de cromatografia de intercambio de aniones
basado en la resina Poros 50HQ (Applied Biosystems, n° de catalogo: 1- 2559-07). La purificacion se llevé a cabo
utilizando un sistema de cromatografia AktaExplorer (GE Healthcare, n° de catalogo: 17- 1068-01). Los sistemas de
tampon usados para el primer paso de purificaciéon fueron un tampoén de equilibrado compuesto por 20 mM de imidazol,
10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 250 mM de NaCl, pH 7,3, un tampén de lavado compuesto por 20 mM de
imidazol, 10 mM de CaCl, 0,02% de Tween80, 1,5 M de NaCl, pH 7,3 y un tampén de elucion compuesto por 20 mM de
imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 1 M de acetato de amonio, 6,5 M de 1,2-propanediol, pH 7,3. La
cosecha se diluyd 2 veces con un tampén de dilucion compuesto por 20 mM de imidazol, 10 mM de CacCl,, 0,02% de
Tween80, pH 7,3 y se aplicé a la columna VIlISelect preequilibrada. La columna se lavd con 6 volimenes de columna
de tampodn de equilibrado y 6 volimenes de columna de tampdn de lavado. La proteina se eluy6 isocraticamente en
aprox. 3 volumenes de columna. Antes del segundo paso de purificacion de inmunoafinidad, la agrupacion de elucion
del primer paso de purificacion se diluyd 10 veces utilizando el tampén de dilucién anteriormente mencionado. Los
sistemas de tampdn usados para el segundo paso de purificacion fueron un tampoén de equilibrado compuesto por 20
mM de imidazol, 10 mM de CacCl,, 0,02% de Tween 80, 150 mM de NaCl, pH 7,3, un tampoén de lavado compuesto por
20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 1,5 M de NaCl, pH 7,3 y un tampdn de elucion compuesto por
0,5 M de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 150 mM de NaCl, pH 7,3. Tras la aplicacién de la muestra a la
columna F25-Sepharose FF preequilibrada, la columna se lavé con 6 volumenes de columna de tampdn de equilibrado y
con 6 volumenes de columna de tampo6n de lavado. La proteina se eluyo isocraticamente en aprox. 1,5 volimenes de
columna. Antes del tercer paso de purificacion de intercambio de aniones, la agrupacion de elucion del segundo paso de
purificacion se diluyé 15 veces utilizando el tampdn de dilucién anteriormente mencionado. Los sistemas de tampon
usados para el tercer paso de purificacién fueron un tampoén de equilibrado compuesto por 20 mM de imidazol, 10 mM
de CaCly, 0,02% de Tween80, 50 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,2 y un tampon de eluciéon compuesto por 20 mM de
imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tras la aplicacion de la muestra a
la columna Poros HQ50 preequilibrada, la columna se lavo con 8 volimenes de columna de tampdn de equilibrado. La
proteina se eluyo de la columna utilizando un gradiente lineal de 0-100% sobre 5 volimenes de columna seguido de 10
volimenes de columna de 100% de tampoén de elucion. La proteina se eluyé de forma temprana en el gradiente,
tipicamente entre 10-30% de tampon de elucion. Los rendimientos se siguieron utilizando un ensayo de FVIII
cromogénico COATEST® Factor VIII (Chromogenix, COATEST SP FVIIl, n°® de catalogo: 82 4086 63) y un
espectrofotometro SpectraMax (Molecular Devices, n° de catalogo: M3). La calidad de la proteina se analizé usando
SDS-PAGE/SilverStain y RP-HPLC, que mostré una preparacion de proteina pura y homogénea compuesta por cadena
ligera, cadena pesada y cadena Unica. La concentracion de proteina final se determiné segun los analisis RP-HPLC.

SEC ID n° 39: F8-500 AP3-LC-HC scFV -Aa3

23



ES 2427627 T3

ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRYPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLF-
NIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYW-
KASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSH-
VDLVKDINSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQG-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT-
BSEMDVVREDDDNSPSFIGIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAP-
DDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAY TDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLI-
IFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKS-
DPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVYDQRGNQIMSDKRNVILFSVF-
DENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAY-
WYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMEN PGL-
WILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRS-
FSQNSRHPSQNPPYLKRHQRDIVMTQAAPSYPYTPGESVSIS-
CRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGYPDRFSGSGSGTAFT-
LRISRVEAEDVGVYYCMOH-
LEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGEGGSGGEGSQVALQQSGAELYRPGTSVKISCK-
ASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY-
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSQSPRSFQKKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH-
LGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK-
TYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIG-
PLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERN-
CRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLYMAQDQRIRWYLLSMGSNE-
NIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRD-

FQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMITHGIK-
TQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWOTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPI-

IARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKALSDAQITASSYFTNMFAT-
WSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVYKSLLTSMYVKE-
FLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY

SEC ID n° 40: F8-500 AP3-HC-LC scFV -Aa3
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ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFT DHLF-
NIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAYGVSYW-
KASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSH-
VDLYKDLNSGLIGALLYCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQ-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT-
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAP-
DDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLY GEVGDTLLI-
IFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKS-
DPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVF-
DENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVCLHEVAY-
WYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGL-
WILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRS-
FSQNSRHPSONPPYLKRHQROVOLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWL-
GWVKQRPGHGLEWIGDIYPGG GYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSED-
SAVYFCAREYG-
NYDYAMDSWGQGTSVTVSSGGGGSGGEGGSGGGGSDIVMTQAAPSVPVTPGESVSIS-
CRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFT-
LRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPFTEGSGTKLEIKRQSPRSFQRKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHYLRNRAQSGSVPYFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH -

| GLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK-
TYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIG-
PLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERN-
CRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLYMAQDQRIRWY LLSMGSNE-

NIHSIHFSGHVFTWVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVWYSNKCQTPLGMASGHIRD-

FQITASGQYGOWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIK-
TQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVYFFGNVDSSGIKHNIFNPPI-
JIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFAT-
WSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKE-
FLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVYFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY '

SEC ID n° 41: F8-500 AP3-HC-LC scFV

25



ES 2427627 T3

ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPENTSYVYKKTLFVEFTDHLF-
NIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGYSYW-
KASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSH-
VDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAG-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT -
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWYVHYIAAEEEDWDYAPLVLAP-
DORSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLI-
IFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGYIHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGFTKS-
DPRCLTRYYSSFYNMERDLASGLIGPLLICYKESVYDQRGNQIMSDKRNVILFSVF-
DENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLERPEFQASNIMHSINGYVFDSLQLSVULHEVAY-
WYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGL-
WILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYEDRSYEDISAYLLSKNNAIEPRS-
FSQNSRHPSQVQLQQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWYKQRPGHGLEWIG-
DIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAREYG-
NYDYAMDSWGQGTSVTVSSGGEESGEGGESGEGESDIVMTQAAPSVPVTPGESY SIS-
CRSSRSLLHSNGNTYLCWFLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGYPDRFSGSGSGTAFT-
LRISRVEAEDYVGVYYCMQHLEYPFTFGSGTKLEIKRSQNPPYLKRHQREITRT-
TLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH-
LGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK-
TYFWKVYQHHMAPTKDEFDUKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIG-

PLLYCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERN -
CRAPCNIGMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNE-

NIMSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRD-
FQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIK-
TQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPRI-
IARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFAT-
WSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKE-
FLISSSQDGHOWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY

SEC ID n° 42: F8-500 AP3-LC-HC scFV
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ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPYDARFPPRVPKSFPFNTSVVWYKKTLFVEFTRHLF-
NIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGYSYW-
KASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSH-
VDLVKOLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVF-
DEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVY-
WHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHROQASLEISPITFLTAQ-
TLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEFQLRMKNMNEEAEDYD DDLT-
CSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSYAKKHPRKTWYVHYIAAEEEDWOYAPLVLAP-
DDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKT REAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLI-
IFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKS-
DPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVF-
DENRSWYLTENIQRFLPNPAGYQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLOQLSVCLHEVAY -
WYILSIGAQTDFLSYFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGL-
WILGCHNSDFRNRGMTALLKVYSSCDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRS-
FSONSRHPSDIVMTQAAPSVPVTPGESYSISCRSSRSLLHSNGNTYLCW-
FLQRPGQSPQLLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQH-
LEYPFTFGSGTKLEIKRGGGGSGGGESGEGEGE5QVQLQQSGAELVRPGTSVKISCK-
ASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYNKYNENFKGKATLTADTSSSTAY-
MQLSSLTSEDSAVYFCAREYGNYDYAMDSWGQGTSVTVSSSQNPPYLKRHQREITRT-
TLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRESFQKKTRHYFI-
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSYPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEH-

LGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETK-
TYFWKVQHHMAFTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIG-

PLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERN-
CRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLYMAQDQRIRWYLLSMGSNE-
NIHSIHFSGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGYFETVEM-
LPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRD-
FQITASGQYGQWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIMGIK-
TQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKW QTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPI-
IARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFAT-
WSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEWLQVYDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKE-
FLISSSQDGHQWTLFFONGKVKVFQGNQDSFTPVVYNSLDPPLLTRYLRI-
HPQSWVHQIALRMEVL.GCEAQDLY
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Ejemplo 13
Paso 1:

[0120] Un reactivo de la férmula general

NH,
= N
HO 0

-Spaclador \_%L\CC} NE/\Q
grupo reactivn/ OHOH

donde ejemplos no exclusivos para el grupo reactivo son los grupos que comprenden maleimida, azida, alquinas,
aldehidos y un ejemplo no exclusivo para el separador es una fraccion de PEG con un peso molecular medio de, por
ejemplo, 3 kDa, 5 kDa, 10 kDa o 20 kDa se puede reaccionar con una proteina de unién a las plaquetas, tal como por
ejemplo Abciximab o AP3 o proteinas derivadas de Abciximab o AP3, tal como, pero no exclusivamente, por ejemplo,
variantes monocatenarias o fragmentos FAB, llevando a un compuesto con la formula general del producto intermedio
B1.

NH,
“““N

O _OH
P"“—-D
spamadnr /\S——?
grupo de unién a plaquetas/e

OHOH

PRODUCTO INTERMEDIO B1

[0121] EI punto de unién del separador en la proteina de unién a las plaquetas puede depender del tipo de grupo
reactivo que se hubo usado para ensamblar un compuesto de la formula general del producto intermedio B1. Si, por
ejemplo, el grupo reactivo hubiera sido un aldehido, una posibilidad podria ser que el separador se haya fijado a uno de
los N-terminales de la proteina de unién a las plaquetas por alquilacién reductiva en presencia de NaCNBHs. Si, por
ejemplo, el grupo reactivo hubiera sido una maleimida, una posibilidad podria ser que el separador se haya unido a una
cisteina libre en la proteina de union a las plaquetas. La cisteina se puede liberar antes de la reaccién por tratamiento
con un reactivo adecuado, tal como, pero no exclusivamente, por ejemplo, una enzima o hidrocloruro de
tris(carboxietil)fosfina.

Paso 2:
[0122] Los acidos sialicos se pueden eliminar de los glicanos de FVIII por reaccion con una sialidasa. El compuesto con
la formula general del producto intermedio B1 se puede reaccionar en presencia de una enzima adecuada, tal como por

ejemplo ST3-Gal-l, cuando se reacciona con un O-glicano de FVIII, o ST3-GAllll, cuando se reacciona con un N-glicano
de FVIII, para dar un compuesto de la estructura general de producto:
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HO OH
OH COONa

espaciador 8] —glicano
grupo de unidn a plaquetas/"f N O T
O

ZT

Productos intermedios
Producto intermedio ejemplo 1

Acido N-((3-(w-(4-formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propioniamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico:

[0123]
NH2
= N
O OH
D
L&%\)\P‘Dw
PEG 10 kD& ,\j\ SO Na
H
0
Paso 1:

Acido N-((3-(w-(9H-Fluoren-9-iimetoxicarbonilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico:

[0124]
NH,
s
0, DH N o
cH ’
G 10 kDs fojL co
Q‘ J\ "'E gl N ZN OHOM

9

[0125] Acido N-(aminoacetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico (18 mg, 0,029 mmol) se disolvié en un tampoén que consistia en
50 mM de TRIS que se habia ajustado a pH 8,9 (4 ml). El pH actual se control6 y se ajust6 a pH 8,9 por adicion de 0,1 N
de acido clorhidrico. Se afadi6 THF (16 ml). Aproximadamente la mitad de la cantidad final de éster N-
hidroxisuccinimidilico de acido 3-(w-(9H-fluoren-9- ilmetoxicarbonilamino)10 kDa PEGil)propionico (disponible
comercialmente en, por ejemplo, Rapp Polymere GmbH, 200 mg en total, 0,019 mmol) se afiadié. La mezcla reactiva se
agitd a temperatura ambiente. Después de 1 h, la segunda mitad de éster N-hidroxisuccinimidilico de acido 3-(w-(9H-
fluoren-9- ilmetoxicarbonilamino)10 kDa PEGil)propidnico se afiadid. La mezcla reactiva se agitd6 durante 16 h a
temperatura ambiente. El THF se elimind in vacuo con una temperatura de bafio de 25 °C. La mezcla restante se filtré y
se sometié a una cromatografia de exclusion por tamafio, usando un gel G25 con un tamafio de lecho de 26 mm de
diametro y 10 cm de la longitud a un flujo de 7 ml/min, utilizando un tampén de 25 mM de hidrogenocarbonato de
amonio. Las fracciones que contenian el compuesto deseado se agruparon y liofilizaron para dar 453 mg de material
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que contenia acido N((3 (w-(9H-fluoren-Yilmetoxicarbonilamino)10 kDa PEGil) propionilamino)acetil)-O*-[5'citidilil-¢-
neuraminico. El espectro 'H-RMN realizado en DMSO-ds mostrd la presencia de la fraccion de citidilil al igual que la
fraccion de fluorenil-9-ilmetoxicarbonil. EI material se almacend en el congelador.

[0126] Esta reaccion se repiti6 con 1 g de éster N-hidroxisuccinimidilico de acido 3-(w-(9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilamino)10 kDa PEGil)propidnico y 90 mg de acido O*[5'citidilil-E-neuraminico. La purificacion se realizo
en una columna C4 HPLC con un diametro de 2 cm, usando un gradiente de 30-50% de una mezcla que consistia en
una solucidon acuosa de 5 mM de hidrogenocarbonato de amonio en acetonitrilo en una solucion de 50 mM de
hidrogenocarbonato de amonio en agua. Las fracciones que contenlan el compuesto deseado se recogieron y se
liofilizaron para dar 288 mg del compuesto deseado. El espectro 'H-NMR correspondia al espectro 'H-NMR encontrado
en el experimento anteriormente descrito.

Paso 2:

Acido N-((3-(w-Amino10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico

[0127]
MH2
=N
|
HO OH DQ‘P-’DH NAO
OH “ HD/\Q
2 H
/gemka,\)LN N 07™CO,Ne
OHOH
H o4 HO

[0128] Acido  N-((3-(w-(9H-Fluoren-9-iimetoxicarbonilamino)10  kDa  PEGil)propionilamino)acetil)-O%[5']citidilil-¢-
neuraminico (453 mg) se disolvié en N,N-dimetilformamida (12 ml). Se afadié piperidina (1,25 ml). La solucion clara se
agitd durante 20 min a temperatura ambiente. Se afadio éter (200 ml). La mezcla se dejo a temperatura ambiente
durante 1,5 h, para dejar que la precipitacion formada afiejase. La precipitacion se aislé por filtracion. Se disolvio en
diclorometano (4 ml). Se afiadi6 etildiisopropilamina (1 ml). Se afiadié éter (250 ml). La mezcla se dejo a temperatura
ambiente durante 16 h para dejar que la precipitacion formada afiejara. La precipitacion se aislé por filtracion y se seco
al vacio. El espectro H-NMR en DMSO-dg no mostré ninguna sefial de un grupo 9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonil, mientras
que las sefiales asignadas a una fraccion de citidilil se pudieron encontrar. El material se almaceno en el congelador.

Paso 3:

Ester 2,5-dioxopirrolidin-1-ilico de acido 4-formilbenzoico

O
D?
~N
0
0

[0130] Se afadieron sucesivamente ftrietilamina (2,04 ml, 14,65 mmol) y 2-succinimido-1,1,3,3-tetrametiluronio
tetrafluoroborato (TSTU, 4,44 g, 14,65 mmol) a una solucion de acido 4-formilbenzoico (2,0 g, 13,3 mmol) en N,N-
dimetilformamida (30 ml). La mezcla reactiva se agité6 a temperatura ambiente durante 16 h. Se diluyé con acetato de
etilo (150 ml) y se lavd con una solucién acuosa de 10% de hidrégeno sulfato de sodio (100 ml). La fase acuosa se
extrajo con acetato de etilo (2 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con una mezcla de solucioén salina
(50 ml) y agua (50 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato magnésico. El solvente se eliminé in
vacuo. El producto bruto se recristalizé a partir de acetato de etilo para dar 1,89 g de éster 2,5-dioxopirrolidin-1-ilico de
acido 4-formilbenzoico.

'H-NMR (CDCI3)).5 2,95 (s, 4 H); 8,04 (d, 2 H), 8,32 (d, 2 H); 10,15 (s, 1 H).

[0129]
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Paso 4:

[0131] Se disolvié Acido N-((3-(w-Amino10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico (42 mg, 0,004
mmol) en diclorometano (2 ml). Se afnadié etildiisopropilamina (0,002 ml, 0,012 mmol) a la solucién. Una solucion de
éster 2,5-dioxopirrolidin-1-ilico de acido 4-formilbenzoico (19,32 mg, 0,078 mmol) se afiadié en diclorometano (0,5 ml).
La mezcla reactiva se agit6é durante 16 h a temperatura ambiente. El solvente se eliminé in vacuo con una temperatura
de bafio de 25 °C. El residuo se suspendié en una solucion acuosa de 25 mM de hidrogenocarbonato de amonio (15
ml). El material no soluble se eliminé por filtracion. Se dividid en 5 partes. Cada una de ellas se sometid6 a una
cromatografia de exclusion por tamafio utilizando un G25 en una columna con diametro de 26 mm y una longitud de 10
cm, con un flujo de 7 ml/min, utilizando un tampdén de 25 mM de hldrogenocarbonato de amonio. Todas las fracciones
que contenian el material deseado se combinaron vy liofilizaron. El espectro 'H-NMR en DMSO-ds mostrd la presencia de
la fraccion de aldehido y la fraccion de citidilil. EI material obtenido se mantuvo en el congelador.

Producto intermedio ejemplo 2:

Acido  N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)10  kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-£-
neuraminico

[0132]
MH,
"“N
G 10k ,\/ﬁ\ \%co Nm
t(\)j\ _,..-E‘ n--,_f"'\ 2 OHOH
Paso 1:

Ester 2,5-dioxopirrolidini-1-ilico de acido 3-(2,5-Dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propiénico

O
~N
N O
@ b
O

[0134] Acido 3-maleimidopropidnico (1,0 g, 5,9 mmol) se disolvié en tetrahidrofurano (20 ml). 2-Succinimido 1,1,3,3-
tetrametiluronio tetrafluoroborato (TSTU, 2,14 g, 7,1 mmol) y etildiisopropilamina (1,24 ml, 7,1 mmol) se adicionaron
posteriormente. Se afiadid N,N-dimetilformamida (5 ml). La mezcla reactiva se agitdé a temperatura ambiente, mientras
se volvia inactiva. La mezcla se agitdé durante 2 min. Se afiadié N,N-dimetilformamida (5 ml). La mezcla se agit6 durante
2,5 h a temperatura ambiente. Se diluy6 con diclorometano (150 ml) y se lavé posteriormente con una solucion acuosa
de 10% de hidrogenosulfato de sodio (150 ml), una solucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio (150 ml)
y agua (150 ml). Se seco sobre sulfato magnésico. El solvente se eliminé in vacuo. El producto bruto se recristalizé a
partir de acetato de etilo para dar 1,20 g de éster 2,5-dioxopirrolidin-1-ilico de acido 3-(2,5-dioxo-2,5- dihidropirrol-1-
il)propionico.

MS m/z = 289, requerido para [M+Na]": 289

'H-NMR (CDCI3)5 2,82 (m, 4 H); 3,02 (t, 2 H); 3,94 (t, 2 H), 6,73 (s, 2 H).

[0133]

Paso 2:

[0135] Acido N-((3-(w-Amino10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-¢-neuraminico (100 mg, 0,009 mmol) se
disolvié en una mezcla de tetrahidrofurano (2 ml) y diclorometano (10 ml). Una solucién de éster 2,5-dioxopirrolidini-1-
ilico de acido 3-(2,5-dioxo-2,5- dihidropirrol-1-il)propiénico (50 mg, 0,18 mmol) se afiadioé en diclorometano (3 ml). Se
afnadi6 etildiisopropilamina (0,005 ml, 0,028 mmol). La mezcla reactiva se agité a temperatura ambiente durante 16 h.
Diclorometano (2 ml) y etildiisopropilamina (0.5 ml) fueron adicionados. Se afiadié resina de poliestireno aminometilado
(disponible comercialmente de, por ejemplo, Novabiochem, carga 0,85 mmol/g, 438 mg, 0,372 mmol). La mezcla se

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2427627 T3

agito lentamente a temperatura ambiente durante 1 h. La resina se eliminé por filtracién. El solvente se eliminé in vacuo
con una temperatura de bafo de 25 °C. El residuo se disolvié en diclorometano (4 ml). Se afadi6 éter (200 ml). La
mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 2 h para dejar que la precipitacion formada afiejase. La precipitacion se
aislo por filtracion y se sec6 al vacio para dar 38 mg del compuesto del titulo. El espectro 'H-NMR en DMSO-ds mostrd
la presencia de un grupo maleimida.

Producto intermedio ejemplo 3

Fijacion de acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*
[5']citidilil-&-neuraminico a Cys 248 de AP3 scFV C34S S248C

[0136] )
o~
" ‘:‘IPH"“;‘ N T
AP s0Fv LC-HC C345 5248C, _3&_ /\J'LH_,_,.-EGWHL_;"“M /\/ﬂ\ - co Na EEZH

L

[0137] Una solucién de hidrocloruro de Tris(2-carboxietil)fosfina (0,40 mg) en un tampodn (0,40 ml) que consistia en 20
mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 1 M de glicerol que se habia ajustado a pH 7,35, se afiadié a una
solucién con una concentracion de 0,53 mg/ml de AP3 scFv LC-HC C39S S248C con una etiqueta Flag en su C-término
y un Cys extra fijado a la cisteina en la posiciéon 248 via un puente S-S en una solucion de 100 mM de HEPES y 150
mM de NaCl que se habia ajustado a pH 7,5 con (4 ml, 2,12 mg, 76 nmol). La mezcla reactiva se agité suavemente a 20
°C. Se dividié en dos partes. Cada una de ellas se agreg6 a una columna PD-10 (GE-Healthcare), usando un tampé6n de
25 mM de HEPES que se habia ajustado a pH 7,0. Los eluatos de la columna (cada uno de ellos 3,5 ml) se combinaron.

Q

[0138] Una solucién de acido N-((3-(w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)
acetil)-O%[5']citidilil-¢-neuraminico (3,3 mg, 305 nmol) en un tampdn de 25 mM de HEPES, que se habia ajustado a pH
7,0 (0,43 ml), se afadi6 a la solucidn de la proteina. La mezcla reactiva se agité suavemente a 20 °C durante 4 h. Se
colocé en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometié a un ultracentrifugado a 4000
r.p.m., a 10 °C, durante 10 min. La mezcla se mantuvo en el congelador hasta su purificacion.

[0139] Para la purificacion, la mezcla se descongel6. Se sometioé a una cromatografia de exclusion por tamafio utilizando
un gel Superdex 200 con un tamafio de lecho de 16 mm de diametro y 60 cm de longitud en un flujo de 1 ml/min y un
tampon de 25 mM de TRIS y 150 mM de NaCl que se habia ajustado a pH 8,0. Las fracciones que contenian el
producto deseado se agruparon para dar 1,61 mg de la proteina deseada. El gel SDS-PAGE fue de acuerdo con lo
esperado. Se descubrié que el material contenia mucha proteina agregada.

Producto intermedio ejemplo 4

Conjugacion de acido N-((3-(w-(4-formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidill-E-neuraminico a
un N-término de Abxicimab

[0140]
NH,
- fitﬂ
DH P“'O"H‘\
{ov e o §
Abecixinmed “ l

[0141] Una solucion de Abciximab disponible comercialmente (ReoPro, 10 mg, 215 nmol, en una solucion de 2 mg/ml
del tampon comercial) se colocd en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. El tampédn, que
consistia en 25 mM de HEPES, que se habia ajustado a pH 7,4 (5 ml) se afiadié. Se llevd a cabo un ultracentrifugado a
4000 r.p.m., a 10 °C, durante 10 min. Se afiadié el tampon que consistia en 25 mM HEPES, que se habia ajustado a pH
7,4 (10 ml). Se llevo a cabo un ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 10 min. Se afiadié un tampoén que
consistia en 25 mM de HEPES, que se habia ajustado a pH 7,4 (10 ml). Se llevé a cabo un ultracentrifugado a 4000
r.p.m., a 10 °C, durante 10 min. La solucién restante de 0,65 ml se colocd en un reactor plastico. Se afadié el tampdn
que con3|st|a en 25 mM de HEPES, que se habia ajustado a pH 7,4 (3,85 ml). Se afadi6 una solucién de acido N-((3-
(w-(4-formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propionilamino) acetil)-O*[5'citidilil-§-neuraminico (14 mg, 1290 nmol) en un
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tampon que consistia en 25 mM de HEPES que se habia ajustado a pH 7,0 (1,5 ml). La mezcla reactiva se agitd
suavemente a 300 r.p.m., durante 3 min, a 20 °C. Una solucién de 1,0 M recién preparada de cianoborohiduro de sodio
se afadio en el agua (0,025 ml). La mezcla reactiva se agitd6 suavemente a 300 r.p.m., a 20 °C. Después de 1 h, se
afnadi6 otra parte de la solucion de cianoborohiduro de sodio (0,025 ml). Después de 1 h, se afadio otra parte de la
solucion de cianoborohidruro de sodio (0,025 ml). Después de 1 h, se afiadid6 otra parte de la solucion de
cianoborohidruro de sodio. La solucion se agité suavemente a 300 r.p.m., a 20 °C, durante 16 h. La mezcla reactiva se
colocé en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometié a un ultracentrifugado a 4000
r.p.m., durante 10 min, a 18° C. La solucion restante de 0,360 ml se filtr6 y se sometié a una cromatografia de exclusion
por tamafio en un gel Superdex200 con un tamario de lecho de 016 mm X 60 cm, en un flujo de 1 ml/min utilizando un
tampon de 25 mM de TRIS, 150 mM de NaCl, que se habia ajustado a pH 8,0 como eluyente. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron en dos lotes. Cada uno de los lotes se colocé en un dispositivo de
ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometieron a un ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante
10 min, produciendo 2,67 mg y 3,27 mg, respectivamente. Para la cuantificacion, se us6é una absorbancia molar de
10,94 en un espectrofotometro de NanoDrop®. El analisis del producto por SDS-PAGE fue conforme a lo esperado para
un conjugado de acido N-((3-(w-(4- formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico
a un N-término de Abxicimab.

Producto intermedio ejemplo 5

Reaccion de acido N-((3-(w-(4- formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5']citidilil-E-neuraminico con
fragmento AP3-FAB en uno de sus N-terminales

[0142]
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[0143] Se colocé una solucion de 0,34 mg/ml de fragmento AP3 C39S FAB en un tampén PGS, pH 7,2 (1,7 mg, 35
nmol) en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se afiadié un tampon que consistia en 25
mM de HEPES, 25 mM de NaCl, pH 7,0 (7 ml). La mezcla se someti6 a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante
15 min. Se afadié un tampoén que consistia en 25 mM de HEPES, 25 mM de NaCl, pH 7,0 (10 ml). La mezcla se
sometié a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante 15 min. Se afiadié un tampon que consistia en 25 mM de
HEPES, 25 mM de NaCl, pH 7,0 (10 ml) . La mezcla se someti6 a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante 15
min. Se dej6 aproximadamente 0,480 ml de la squC|on Se afadié una solucion de acido  N-((3-(w-(4-
formilbenzoilamino)10 kDa PEGil)propionilamino)acetil)-O*[5'citidilil-§-neuraminico (2,31 mg, 212 nmol) en un tampoén
que consistia en 25 mM de HEPES, 25 mM de NaCl, pH 7,0 (0,37 ml). La mezcla se agit6 suavemente a 20 °C durante
5 min. Se afadié una solucion de 1 M de cianoborohiduro de sodio en el agua (0,0045 ml). La mezcla reactiva se agité a
20 °C, durante 1 h. Se afadié una solucion de 1 M de cianoborohiduro de sodio en el agua (0,0045 ml). La mezcla
reactiva se agit6é a 20 °C, durante 1 h. Se afiadi6 una solucién de 1 M de cianoborohiduro de sodio en el agua (0,0045
ml). La mezcla reactiva se agitd a 20 °C, durante 18 h. La mezcla reactiva se colocé en un dispositivo de
ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se afiadié un tampon que consistia en 25 mM de TRIS, 25 mM de
NaCl, pH 8,00 (2,5 ml). La mezcla se sometié a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante 4 min. Se afiadi6 un
tampodn que consistia en 25 mM de TRIS, 25 mM de NaCl, pH 8,00 (2,2 ml). La mezcla se someti6 a ultracentrifugado a
4000 r.p.m., a 20 °C, durante 22 min. Se anadié un tampoén que consistia en 25 mM de TRIS, 25 mM de NacCl, pH 8,00
(3,2 ml). La mezcla se sometio a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante 12 min. Se afiadié un tampdn que
consistia en 25 mM de TRIS, 25 mM de NaCl, pH 8,00 (2,2 ml) a la mezcla de aproximadamente 0,120 ml. Esta mezcla
se dividio en dos partes iguales. Cada una de las cuales se adicion6 a una columna Q de giro (VIVAPURE Q MINI M,
Sartorius, product no.: VS-1X01QM24) que se habia equilibrado con un tampdn que consistia en 25 mM de TRIS, 25
mM de NaCl, pH 8,00. Cada columna se someti6 a ultracentrifugado a 2000 r.p.m., a temperatura ambiente, durante 5
min. Se afiadié un tampdn que consistia en 25 mM de TRIS, 25 mM de NaCl, pH 8,00 (0,400 ml) a cada una de las
columnas de giro. Cada columna se sometio a ultracentrifugado a 2000 r.p.m., a temperatura ambiente, durante 5 min.
Se afiadié un tampdn que consistia en 25 mM de TRIS, 500 mM de NaCl, pH 8,00 (0,400 ml) a cada una de las
columnas de giro. Cada columna se sometio a ultracentrifugado a 2000 r.p.m., a temperatura ambiente, durante 5 min.
Los filtrados se combinaron y colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un cortado de 10 kDa. Se
sometieron a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 18 °C, durante 8 min. La solucién obtenida se mantuvo a -80 °C hasta su
purificacion.

o

[0144] La solucion se descongeld y se sometié a una cromatografia de exclusion por tamafio en una columna Superdex
75, con un tamafio de lecho de 016 mm x 600 mm, en un flujo de 0,80 ml/min, utilizando un tampén de 25 mM de TRIS,
150 mM de NaCl, a pH 8,00. Las fracciones que contenian el producto deseado, segun se establecié por SDS-PAGE, se
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agruparon y colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometieron a
ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 18 °C, durante 18 min. La solucién de 0,280 ml se congel6 a -80 °C lo antes posible.
La cuantificacion en un equipo NanoDrop® utilizando una absorbancia molar de 13,05 mostré una concentracién de
0,23 mg/ml. El producto mostré las bandas previstas en un SDS-PAGE por coloracion de plata. EI PEG no reaccionado
se identificd en un SDS-PAGE utilizando un procedimiento colorante como se describe en Kurfiirst, M. M. Analytical
Biochemistry 200, 244-248. 1992.

Ejemplo 14

Conjugacion de AP3 scFv LC-HC C39S S248C a FVIlI

[0145]
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[0146] Una solucién de FVIII con el domino B eliminado que tiene una secuencia de dominio B residual de
SFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR (SEC ID n° 4) en el C-término de la cadena pesada (1 mg, 5,64 mmol) en un tampén
que consiste en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaClz,150 mM de NaCl, 0,02% de Tween80 y 1 M de glicerol, que se
habia ajustado a pH 7,35 (0,018 ml) se colocé en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se
afiadié una solucion del producto de fijacion de acido N-((3-((w-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidropirrol-1-il)propionilamino)10 kDa
PEGil)propionilamino) acetil)-O?*[5']citidilil-¢-neuraminico a Cys 248 de AP3 scFV C34S S248C (producto intermedio
ejemplo 3/ejemplo 13, 1,29 mg, 34 nmol) en una solucién de 25 mM de TRIS y 150 mM de NaCl que se habia ajustado
a pH 8,0 (0,680 ml) y posteriormente se afiadié un tampén que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaCl,, 10%
de glicerol, 0,02% de Tween80, 500 mM de NaCl que se habia ajustado a pH 6,07 (3 ml). La mezcla se sometié a
ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 20 min. El volumen restante fue 0,800 ml o 1,25 mg/ml para FVIIl. Una
solucion de sialidasa de A. Urifaciens (0,43 mg/ml, 302 U/mg, 0,0049 ml, 0,645 U) y una solucién de ST3-Gal-l (2,5
mg/ml, 0,105 mg, 0,042 ml) se adicionaron posteriormente. La mezcla reactiva se agité6 suavemente a 32 °C durante 1
min y luego se dejo a 32 °C durante 18 h. Se mantuvo en el congelador hasta su purificacion.

[0147] La mezcla reactiva se descongeld. Se dividié6 en dos partes, cada una de las cuales se sometid a una
cromatografia de exclusiéon por tamafio utilizando un gel Superose 6 con un tamafio de lecho de 10 mm de diametro y
300 mm de longitud, a un flujo de 0,30 ml/min y un tampdn que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCls, 0,02%
de Tween80, 150 mM de NaCl y 1 M de glicerol, que se habia ajustado a pH 7,35 como eluyente. Todas las fracciones
de ambas rondas que contenian el producto deseado se agruparon. Se colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado
Amicon con un corte de 10 kDa y se sometieron a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 18 min.

[0148] Una solucién de acido CMP-N-acetilneuraminico (CMP NeuNac, 1,5 mg, 2597 nmol) en un tampdén que consistia
en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCls, 0,02% de Tween80, 150 mM de NaCl y 1 M de glicerol, que se habia ajustado
a pH 7,35 (0,100 ml) y una solucién de 0,33 mg/ml de ST3Gal-lll (0,10 ml, 0,033 mg) se adicionaron posteriormente. La
mezcla reactiva se agité suavemente a 300 r.p.m. y luego se mantuvo en el congelador hasta su purificacion.

[0149] La mezcla reactiva se dividid en dos partes. Cada una de ellas se filtré a través de un filtro de 0,00045. Se
aplicaron a una columna de sefarosa con un tamafo de lecho de 5 mm de diametro y 5 cm de longitud a la que se habia
unido un anticuerpo F25 tras la activaciéon con CNBr. F25 es un anticuerpo conocido para FVIIl. Tras la aplicacion, la
columna se lavd durante 3 CV con un tampén que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de
Tween80, 150 mM de NaCl y 1 M de glicerol, que se habia ajustado a pH 7,35 a un flujo de 0,6 ml/min. Luego se lavo
durante 3 CV con un tampon que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween80 y 650 mM de
NaCl, que se habia ajustado a pH 7,35, a un flujo de 0,6 ml/min. Finalmente, el compuesto se eluyé dentro de 6 CV con
un tampdn que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween80, 2,5 M de NaCl en una solucién
de etileno glicol/agua de 50%v/v, que se habia ajustado a pH 7,35, a un flujo de 0,1 ml/min. Las fracciones de ambas
rondas con el producto deseado se agruparon. Se colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte
de 10 kDa. Se sometieron a un ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 14 min. La solucién restante se sometio
a una cromatografia de exclusiéon por tamafio en un material de Superose 6 con un tamafo de lecho de 10 mm de
diametro y 30 cm de longitud, con un flujo de 0,50 ml/min, utilizando un tampon que consistia en 10 mM de histidina, 1,7
mM de CaCl,, 0,01% de Tween80, 0,3 M de NaCl, 8,8 mM de sacarosa que se habia ajustado a pH 7. Las fracciones
que contenian el compuesto deseado en una pureza adecuada se agruparon y se colocaron en un dispositivo de
ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometieron a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 9 °C, durante 12
min. Utilizando una absorbancia molar de 14,46, el rendimiento result6 ser 0,0176 mg de un conjugado de AP3 scFv LC-
HC C39S S248C a FVIII. Los analisis por gel SDS-PAGE bajo condiciones no reducidas fueron conforme a lo esperado.
Por la forma de los picos en las cromatografias se llegd a la conclusion de que el material contenia mucha proteina
agregada.
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Ejemplo 15
Conjugacion de Abciximab a FVIII en el O-glicano
[0150]
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[0151] Se afadié un tampdn que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaCl,, 150 mM de NaCl, 0,02% de
Tween80 y 1 M de glicerol que se habia ajustado a pH 7,35 (2,5 ml) a una solucién de FVIII con el dominio B eliminado
que tiene un secuencia de dominio B residual de SFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR (SEC ID n° 4) en el C-término de la
cadena pesada (5,7 mg/ml, 1 mg, 5,6 nmol) en un tampdn que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 150
mM de NaCl, 0,02% de Tween80 y 1 M de glicerol que se habia ajustado a pH 7,35. Se afiadi6 una solucion del
conjugado de acido N-((3-(w-(4-formilbenzoilamino)10 kDa PEGil) propionilamino)acetil)-O*[5'citidilil-§-neuraminico a
un N-término de Abxicimab (producto intermedio ejemplo 4, ejemplo 13, 2,3 mg, 39,5 nmol) en un tampdn que consistia
en 25 mM de TRIS, 150 mM de NaCl, que se habia ajustado a pH 8,0 (0,323 ml). La solucién se colocé en un dispositivo
de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se someti6 a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 20
min. Se anadié un tampdn que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaCl,, 150 mM de NaCl, 0,02% de Tween80
y 1 M de glicerol que se habia ajustado a pH 7,35 (2 ml). La solucién se sometio a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10
°C, durante 30 min, dejando una solucién con un volumen de 1,4 ml. Una solucién de sialidasa de A. Urifaciens (0,4
mg/ml, 242 U/mg, 0,0066 ml) y una solucién de ST3Gal-lI (2,5 mg/ml, 0,042 ml) se adicionaron posteriormente. La
mezcla reactiva se agitd suavemente a 32 °C durante 15 min. Después de ello se dejé reposar la mezcla reactiva a 32
°C durante 20,5 h. Se colocé la mezcla reactiva en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa.
Se sometid a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 15 min. La solucién restante de 0,300 ml se someti6 a
una cromatografia de exclusion por tamafio, usando material de Superose 6 con un tamafo de lecho de @10 mm x 300
mm a un flujo de 0,5 ml/min y utilizando un tampdn que consistia en 10 mM de histidina, 1,7 mM de CaCl,, 0,01% de
Tween80, 0,3 M de NaCl, 8,8 mM de sacarosa que se habia ajustado a pH 7 como eluyente. Las fracciones, que
contenian el producto deseado se agruparon y se colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte
de 10 kDa. Se anadié un tampdn, que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaClz, 10% de glicerol, 0,02% de
Tween80, 500 mM de NaCl que se habia ajustado a pH 6,07 (2,5 ml). La solucion se sometié a ultracentrifugado a 4000
r.p.m., a 10 °C, durante 15 min. Se afiadié un tampon, que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaCl,, 10% de
glicerol, 0,02% de Tween80, 500 mM de NaCl que se habia ajustado a pH 6,07 (1,5 ml). La solucién se sometié a
ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 15 min. La solucion restante de 0,220 ml se colocé en un reactor
plastico. Se afiadié una solucion de CMP NeuNAc disponible comercialmente (1,73 mg, 2800 nmol) en el tampdn que
consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CacCl,, 10% de glicerol, 0,02% de Tween80, 500 mM de NaCl que se habia
ajustado a pH 6,07 (0,173 ml). La mezcla reactiva se agité6 suavemente a 300 r.p.m., a 32 °C, durante 1 h. Se someti6 a
cromatografia de exclusion por tamafio usando material de Superose 6 con un tamafio de lecho de @10 mm x 300 mm,
a un flujo de 0,5 ml/min y utilizando un tampdén que consistia en 10 mM de histidina, 1,7 mM de CaCly, 0,01% de
Tween80, 0,3 M de NaCl, 8,8 mM de sacarosa que se habia ajustado a pH 7 como eluyente. Las fracciones que
contenian el producto deseado se agruparon y se colocaron en un dispositivo de ultracentrifugado Amicon con un corte
de 10 kDa. La agrupacion se sometié a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 10 °C, durante 5 min para dar una solucién de
0,275 ml de 0,0358 mg de un producto de conjugacién de Abciximab a FVIII en el O-glicano. Para la cuantificacion, se
us6 una absorbancia molar de 13,15 en un espectrofotometro de NanoDrop®. El analisis SDS-PAGE fue conforme a lo
esperado para un SDS-PAGE de un producto de conjugacion de Abciximab a FVIII en el O-glicano.

Ejemplo 16
Conjugacion del fragmento AP3-FAB a BDD-FVIII

[0152]
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[0153] El producto de la reaccion del producto intermedio ejemplo 5 se colocd en un dispositivo de ultracentrifugado
Amicon con un corte de 10 kDa. Se afiadié un tampoén que consistia en 20 mM de histidina, 10 mM de CaCl,, 10% de
glicerol, 0,02% de Tween80, 500 mM de NaCl a pH 6,07 (4 ml). La solucién se sometié a ultracentrifugado a 4000
r.p.m., a 20 °C, durante 12 min. Se afadi6 una solucién de FVIII con el dominio B eliminado que tiene una secuencia de
dominio B residual de SFSQNSRHPSQNPPVLKRHQR (SEC ID n° 4) en el C-término de la cadena pesada (0,5 mg, 2,8
nmol) en un tampon que consistia en 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl;,150 mM de NaCl, 0,02% de Tween80y 1 M
de glicerol, que se habia ajustado a pH 7,35 (0,088 ml) a los restantes 0,600 ml. La solucién se sometid a
ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C, durante 30 min. Los restantes 0,125 ml se colocaron en un frasco Eppendorf.
Una solucion de sialidasa de A. Urifaciens con etiqueta His6 (0,4 mg/ml, 0,0033 ml) y una solucion de ST3Gal-1 (2,5
mg/ml, 0,021 ml) se adicionaron posteriormente. La mezcla reactiva se agité suavemente a 300 r.p.m., a 32 °C.
Después de 20 min, la agitacion se detuvo y la mezcla reactiva se dejé a 32 °C durante 19 h. Se filtr6 y se sometié a una
cromatografia de exclusion por tamafo usando material de Superose 6 con un tamafio de lecho de @10 mm x 300 mm,
usando un tampoén que consistia en 10 mM de histidina, 1,7 mM de CaCl,, 0,01% de Tween80, 0,3 M de NaCl, 8,8 mM
de sacarosa que se habia ajustado a pH 7 como eluyente a un flujo de 0,500 ml/min. Las fracciones que contenian el
compuesto deseado, segun se estimé por SDS-PAGE, se agruparon. La agrupacion se transfirié a un dispositivo de
ultracentrifugado Amicon con un corte de 10 kDa. Se sometié a ultracentrifugado a 4000 r.p.m., a 20 °C. La
concentracion del producto deseado en los restantes 0,270 ml se determiné que fue 0,29 mg/ml en un equipo de
NanoDrop, usando una absorcién molar de 13,61. Los resultados de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y no
reductoras del producto aislado fueron conformes a la presencia de un conjugado del fragmento FAB de AP3 con FVIII.

Ejemplo 17

Acoplamiento de N8-(0)-PEG10kD-CHO a AP3-ONH2 para obtener el conjugado AP3-N8, compuesto MZ1
Producto intermedio ejemplo A: introduccion de un extremo de hidroxilamina en los N-glicanos del anticuerpo AP3
Primer paso: galactosidacion de los N-glicanos del anticuerpo AP3:

[0154] Los N-glicanos de AP3 FL miIgG son principalmente del tipo complejo, biantenario. La mayoria de los N-glicanos
biantenarios llevan dos fracciones de N-acetil glucosamina, o una fraccion de N-acetil glucosamina y una fraccion de
galactosa como la fraccién monosacarida final (GOF, G1F). La cadena ligera tiene un glicano biantenario con un acido
sialico y una fraccion de galactosa como los monosacaridos finales. Los glicanos GOF y G1F se convirtieron en la forma
G2F por B1,4-galactosiltransferasa (bovina) transferencia catalizada de galactosa a partir de galactosa UDP. En
resumen, al anticuerpo AP3 FL migG en solucion en 50mM de tampén MES, pH 6,4 (3mg, 800ul) se afiadié6 50mM de
tampon MES, pH 6,4 (500ul), galactosa-UDP (500ul de una solucion de 12,2mg/ml en 10mM de tampon de fosfato pH
7,4 que contenia 140mM de NaCl, 3mM de KCI) y cloruro de manganeso (100ul de una solucién de 12,6mg/ml en
agua). La reaccion se inicio por adicion de $1,4- galactosiltransferasa (100ul de una solucién enzimatica de 10U/ml en
100mM tampoén de HEPES, pH 7,5). La mezcla reactiva se incubd durante toda la noche a 25°C.

Segundo paso: introduccién de un extremo de hidroxilamina en los N-glicanos del anticuerpo AP3
[0155] Al anticuerpo galactosilado obtenido en el primer paso (3mg, 2ml) se le adicioné6 GSC-ONH2 (5,8mg en 190ul
10mM de tampén de fosfato, pH 7,4 que contenia 140mM de NaCl, 3mM de KCI). La reaccién se inicié por adicion de

ST3Gal Il (80ul, 0,4mg, 480mU). La mezcla reactiva se incubd a 32°C durante 21h.

GSC-ONH2: monofosfato de citidina acido 5'-(2-(12-((aminoximetilcarbonil)amino)-4-7-10-trioxadodecanoil)-
aminoetanoil)-neuraminico

[0156] "
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[0157] Cualquier fraccion de galactosa inmodificada se cubrié posteriormente afiadiendo NAN-CMP en solucién en el
tampon de PBS (4,5mg, 100pul). La mezcla reactiva se incubd durante 1h a 25°C. La mezcla reactiva se filtro luego
(0,45y filtro, Gelman GHP) y el tampoén se cambié a 20mM de tampdn de fosfato pH 7,2 que contenia 150mM de NaCl
(por ultra filtracion, unidades de filtro de centrifugado Millipore, Amicon Ultra, 0,5 ml dispositivo, 10kD corte). La
purificacion se llevé a cabo en una columna HP de proteina A HiTrap (1ml) utilizando un sistema Akta Purifier 10 (GE
Healthcare). El tampdn de carga y de lavado fue 20mM de tampdn de fosfato, pH 7,2 que contenia 150mM de NaCl, el
tampon de elucion fue 10mM de acido formico ajustado a pH 3,5 con 10M de hidréxido sdédico. El flujo fue 0,5ml/min, el
volumen de fraccion 0,5ml (fraccionamiento en una placa de microtitulacion de pocillos profunda). Antes del
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fraccionamiento, 0,1 M de tampon de Tris, pH 9 (15ul) se afadid a los pocillos de la placa de microtitulacion para evitar
mantener el producto en pH acidico. Las fracciones pertinentes se agruparon, se sobreconcentraron y el tampoén se
cambio a tampon A (por ultra filtracion, unidades de filtro de centrifugado Millipore, Amicon Ultra, 0,5ml dispositivo, 10kD
corte), dando el producto ("AP3-ONH2") con una recuperacion de proteina total de 50% (1,5mg, 0,91mg/ml).

[0158] Para averiguar si la fraccion de hidroxilamina se habia introducido con éxito, se pegil6é una alicuota del producto,
usando PEG20kD-CHO (60 equivalentes molares de PEG20kD-CHO en solucion en el tampoén A). Se hizo un analisis
de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS usando NuPage 4-12% de gel Bis-Tris (Invitrogen) bajo condiciones
reductoras (200V, 40min). El gel fue azul coomassie manchado usando SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Las proteinas
estandar fueron de Invitrogen (Novex Sharp Unstained Stds (3,5-260kD)). El gel mostré la desaparicion de la cadena
ligera (la cadena ligera del no pegilado, N-glicano modificado AP3 que aparece en aproximadamente 32kD) y sélo una
banda débil que corresponde a la cadena pesada restante en aproximadamente 55kD) estaba presente. Cuatro nuevas
bandas aparecieron en aproximadamente 70, 100, 130,170 kD, que se asumié que correspondian a respectivamente LC
glicano pegilado, Fc glicanos monopegilados, Fc glicanos dipegilados y un producto indefinido. Asi, fracciones de
hidroxilamina se han introducido en AP3.

Producto intermedio ejemplo B: introduccién de un extremo de aldehido en los O-glicanos N8:
Primer paso: desialilacion de transferencia catalizada de N8 y ST3Gal1 de GSC-PEG10kD-CHO en O-glicanos (1pot):

GSC-PEG10kD-CHO:  acido  N-((3-(w-(4-formilbenzoilamino)10 kDa  PE-Gil)propionilamino)acetil}-O*[5']citidilil-¢-
neuraminico.

[0159]
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[0160] A una solucién de N8 en 20mM de tampdn de imidazol pH 7,3, 10mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1M de
glicerol, 0,5M de NaCl (263ul, 1,5mg) se adicion6 una solucion de sialidasa (sialidasa de Arthrobacter ureafaciens) (7,
680mU), seguido de adicion de una solucion de GSC-PEG10kD-CHO en tampon de PBS (68ul, 1,85mg) y una solucion
de His-ST3Gal | en 50mM de Tris, 100mM de NaCl, pH8 (108pl, 0,27mg). La mezcla reactiva se incubd a 23°C durante
24h.

[0161] Después de la dilucion en 20mM de tampodn de imidazol, pH 7,3, 10mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1M de
glicerol para bajar la concentracion idnica, la mezcla se purificé por intercambio de aniones (columna MonoQ 5/50GL,
GE Healthcare), usando un sistema Akta Purifier 10 (GE Healthcare): la mezcla se cargé en la columna MonoQ 5/50 GL
equilibrada con 20 mM de Imidazol, pH 7,3, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol. El tampdn de elucion
B fue 20 mM de Imidazol, pH 7,3, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1,5 M de NaCl, 1 M de glicerol. El programa de
elucion fue: 0 a 20% de B sobre 5 CV, 20% de B sobre 10 CV, 100% de B sobre 10 CV, con un flujo de 0,5 ml/min. El
producto se eluy6 con 100% de tampdn de elucién. Las fracciones pertinentes se agruparon. Rendimiento 1,2 mg, 80%
de recuperacién de proteina.

Segundo paso: recubrimiento:

[0162] Una solucion del producto obtenido en el primer paso se sobreconcentro, (1,13mg proteina, 400ul), una solucion
de NAN-CMP se afiadio en el tampdn de PBS (40ul, 1,05mg). La reaccion se inicié por adicion de ST3Gal 1l (110yl,
110pg, 0,13U). La mezcla reactiva se incubd a 32°C durante 1h. La mezcla reactiva se purificé luego en MonoQ, usando
un programa de elucién ligeramente modificada (en comparacion con el método de purificacion del paso 1): el programa
de elucion fue: 0 a 13% de B sobre 5 CV, 13% de B sobre 10 CV, 100% de B sobre 10 CV, con un flujo de 0,5ml/min. El
producto ("N8-(0)-PEG10kD-CHOQO" (NB: este producto es una mezcla de des-O-glicano y (O)-PEG-CHO-N8) se eluyo
con 100% de tampon de elucion. Las fracciones pertinentes se agruparon. Rendimiento 0,96 mg, 80% de recuperacion
de proteina, es decir recuperacion de proteina total de N8: 64%. Se llevo a cabo un analisis de electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS usando NuPage 7% de gel de Tris acetato (Invitrogen) bajo condiciones reductoras (150V, 70 min).
El gel fue azul coomassie manchado usando SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Las proteinas estandar fueron de
Invitrogen (HiMark Unstained HMW). EI modelo obtenido fue como estaba previsto: 3 bandas de PM aproximadamente
84kD, 93kD y 120kD, que podrian corresponder respectivamente a la cadena ligera, la cadena pesada y la cadena
pesada pegilada. Las bandas a 93 y 120 kD tienen aproximadamente la misma intensidad: esto estaba previsto, ya que
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s6lo aproximadamente 50% de N8 porta un O-glicano en su dominio B. Asi, el extremo de aldehido se ha introducido
con éxito en N8.

Acoplamiento de N8-(0)-PEG10kD-CHO a AP3-ONH2

[0163] A N8-(O)-PEG10kD-CHO preparado segun el producto intermedio ejemplo B se le cambié el tampon a 50mM de
tampodn de imidazol, pH 6,2, que contenia 10mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 0,5M de NaCl y se sobreconcentré por
ultrafiltracion (unidades de filtro de centrifugado Millipore, Amicon Ultra, 0,5 ml dispositivo, 50kD corte) a una
concentracion de aproximadamente 16mg/ml. Asimismo, al AP3-ONH2 preparado segun el producto intermedio ejemplo
A se le cambié el tampdn a 50 mM de tampon de imidazol, pH 6,2, que contenia 10 mM de CaClz, 0,02% de Tween 80,
0,5M de NaCl y se sobreconcentré por ultrafiltracion (unidades de filtro de centrifugado Millipore, Amicon Ultra, 0,5ml
dispositivo, 10kD corte) a una concentracion de aproximadamente 34,7mg/ml.

[0164] A la solucion de AP3-ONH2 sobreconcentrada anterior (45ul, 1,56mg) se le afiadié la soluciéon sobreconcentrada
de N8-(O)-PEG10kD-CHO (21,5ul, 244ug), seguido de la adicion de una soluciéon acuosa de anilina (5ul, 180ug). La
mezcla se incub6 a 25°C durante toda la noche. Las fracciones de hidroxilamina no reaccionada se aplacaron por
adicion de acetona (1,8ul, 1,4mg, aproximadamente 600 equivalentes molares). La mezcla reactiva se incubd 30min a
25°C.

[0165] La mezcla reactiva se diluy6é a 3ml con 20mM de tampdn de imidazol, pH 7,3, 10mM de CaCl;, 0,02% de Tween
80, 1M de glicerol, 25mM de NaCl y se filtré (0,45p filtro GHP de Gelman) y se purificd por intercambio iénico en la
columna MonoQ 5/50 GL(GE Healthcare). El tampon de carga y de lavado (tampon A) fue 20mM de tampén de
imidazol, pH 7,3, 10mM de CaCl;, 0,02% de Tween 80, 1M de glicerol, 25mM de NaCl, el tampdn de eluciéon (tampoén B)
fue 20mM de tampoén de imidazol, pH 7,3, 10mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1M de glicerol, 1M de NaCl. El
programa de elucion consistio en 4 pasos: 0 a 20% de B sobre 4 CV, 20% de B sobre 10 CV, de 20 a 100% de B sobre
16 CV, 100% de B sobre 5 CV. El flujo fue 0,5ml/min, la temperatura fue 15 °C. 1ml de fracciones se recuperaron en los
primeros dos pasos, 0,5ml de fracciones en los ultimos dos pasos.

[0166] Se eluyé AP3-ONH2 primero en aproximadamente 20% de B, el material restante se eluy6 entre 30 y 65% de B
como un pico mayor y varios picos menores no totalmente resueltos. Después de la sobreconcentracion (por
ultrafiltracion, 50kD corte), las fracciones se analizaron por electroforesis en gel usando NuPage 7% de gel de acetato
de Tris (Invitrogen) (150 V, 70 min). El gel fue azul coomassie manchado usando SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Las
proteinas estandar fueron de Invitrogen (HiMark Unstained HMW). El pico principal del material en elucion entre 30 y
65% de B (parte superior del pico se eluye en 52% de B) corresponde al material conjugado.

[0167] El material conjugado no reducido muestra tres bandas en el gel en PM 84kD, 285kD y >500kD (banda muy
débil). Se asume que corresponden respectivamente a la cadena ligera (N8) de N8-(O)-PEG10kD-AP3, la cadena
pesada (N8) de N8-(O)-PEG10kD-AP3 (para las muestras de control de N8-(O)-PEG10kD-CHO no-reducido: la cadena
pesada aparece en aproximadamente 110kD y las muestras de control del AP3-ONH2 no-reducido aparece en
aproximadamente 176kD) y a un compuesto desconocido.

[0168] El material conjugado reducido muestra tres bandas en el gel, a PM 84kD, 145kD y 170kD, que se asume que
corresponden respectivamente a cadena ligera (N8) de N8-(0O)-PEG10kD-AP3 y cadena pesada pegilada N8 conjugada
para la cadena ligera de AP3, y cadena pesada pegilada N8 conjugada para la cadena pesada de AP3. La cantidad de
material conjugado recuperado fue 129ug, 53% de rendimiento de N8-PEG10kD-CHO.

Ejemplo 18
Disodio (5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran- ~ 2-iljmetoxi-éxido-

fosforil]oxi-4-hidroxi-5-[[2-[3-(2-piridildisulfanil) propanoilamino]acetillamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropil]tetrahidropirano-
2-carboxilato, compuesto 1M
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[0169]

[0170] S,S'-2,2-Ditiodipiridina (1,59 mmol, 350 mg) y acido 3-mercaptopropiénico (0,477 mmol, 50,1 mg, 41,5
microlitros) se mezclaron en tetrahidrofurano (2 ml). La mezcla se agité durante 45 minutos. N-hidroxisuccinimida (0,477
mmol, 54,9 mg) y N,N'-diisopropilcarbodimida (0,954 mmol, 148 microlitros) se adicionaron a la mezcla que
posteriormente se agité durante 3 h.

[0171] Disodio (5R.6R)-2-[[(2R.3S.4R.5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-
fosforil]oxi-4-hidroxi-5-[2-aminoacetilamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropilltetrahidropirano-2- carboxilato (0,159 mmol, 100
mg) se disolvio en agua (500 microlitros). El pH se ajusté a 8,5 por adicion de 500 mM ac. Na;HPO4/ NaH,PO, (ac.,
sat.). El volumen final se ajusté a 2 ml por adicion de agua.

[0172] Las dos soluciones (éster de NHS en tetrahidrofurano y nucleétido en agua) se mezclaron. La mezcla resultante
se agitd suavemente durante 3 h. El volumen se ajusté a 20 ml por adicion de agua. El compuesto bruto se purificd
usando HPLC de fase inversa (0-30 vol% de acetonitrilo en agua, 10 % de 500 mM ac. NH4HCO3, columna Cys). Las
fracciones seleccionadas se agruparon. Se afadio hidréxido sodico (1 M, 156 microlitros). La mezcla resultante se
liofilizé. La pureza y la identidad se determinaron por HPLC y LCMS analitica ([ M+H]": 827,4)

Ejemplo 19

Acido 2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-oxo-xanten-9-il)benzoillpiperacin- 1-il]-2-oxo-etoxilacético, compuesto 2M

[0173]

[0174] Se suspendié hidrocloruro de 6-hidroxi-9-[2-(piperacina-1-carbonil)fenil]xanten-3-ona (5,72 mmol, 2,5 @)
(preparado como se describe en . Am. Chem. Soc., 2007, 129, 8400-8401) en una mezcla de bicarbonato sédico acuoso
saturado (50 ml) y tetrahidrofurano (50 ml). La mezcla se agit6é durante 10 minutos. Se afiadié anhidrido diglicélico (8,58
mmol, 1,0 g). Después de 3 h, se afiadié anhidrido diglicélico adicional (500 mg). La mezcla se agit6é durante 20 h. La
mezcla se acidificé con acido clorhidrico fumante para pH 1. Se adicionaron diclorometano (100 ml) y acido clorhidrico
(1 M, 100 ml). Se adicionaron solucién salina (100 ml) y cloruro sédico soélido. Se observé un sélido entremedias de las
dos fases. Las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo con DCM (3x100 ml). Las fases organicas combinadas se
secaron (NazS0.), se filtraron y se concentraron al vacio. El sélido formado entremedias de las fases se aislé por
filtracion. El sdélido se suspendié en acido clorhidrico (1 M) en un filtro. Los sdlidos se extrajeron continuamente con
acido clorhidrico (1 M). El extracto filtrado se combind con los extractos acuosos y la solucion resultante se purificd
usando HPLC de fase inversa (columna C+s, 10- 35 vol% de aceonitrilo en agua, 0,1 % de acido trifluoroacético). Las
fracciones seleccionadas se agruparon y se liofilizaron.

LCMS: 517.2776 [M+H]"
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Ejemplo 20

Acido 2-[[2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-0x0-xanten-9-il)benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxilacetil]-[2-[2-[2-[3- (2-
piridildisulfanil)propanoilamino]etoxi]etoxi]etillamino]acético, compuesto 3M

L

Sy
QP My

E N\ s‘s/\J\ku%uwN\j\uH

[0175] &

[0176] Resina de tritil poliestireno (200 mg, 1,5 mmol/g, Pepchem) se colocd en una jeringa sinterizada. Se afiadié
cloruro de tionilo / diclorometano (1:1,5 ml). La mezcla se agit6 durante 2 h. La resina se lavé con diclorometano. Una
mezcla de acido bromoacético (0,9 mmol, 125 mg) y N,N-diisopropiletilamina (0,9 mmol, 156 microlitros) se afadio al
diclorometano (3 ml). Después de 5 minutos, se afiadié mas N,N-diisopropilo-etilamina (0,9 mmol, 156 microlitros). La
mezcla se agité durante 2 h. La resina se drend y se afiadié una mezcla idéntica de acido bromoacético y N,N-
diisopropilo-etilamina en diclorometano a la resina. La mezcla se agitd6 durante 1% h. La resina se lavé con
diclorometano (5 veces), metanol y N-metilpirrolidona. Durante el lavado de metanol se hizo una agitacién vigorosa para
suprimir cualquier formacién de grumos.

[0177] Se ahadi6é una solucion de 1,8-diamino-3,6-dioxaoctano (7,5 mmol, 1100 microlitros) a la N-metilpirrolidona (3,75
ml). La mezcla se agitdé durante 3 h. La resina se lavé. Una soluciéon de 2-acetildimedona (3,0 mmol, 546 mg) en N-
metilpirrolidona (3 ml) se afadié a la resina. La mezcla se agitdé durante la noche. La resina se lavd con N-
metilpirrolidona. Una mezcla de acido 2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-oxo-xanten-9-il)benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxilacético,
compuesto 2M (155 mg, 0,3 mmol), 1-hidroxi-7-azabenzotriazola (0,9 mmol) y N,N'-diisopropilcarbodiimida (0,9 mmol,
140 microlitros) en N-metilpirrolidona (1.8 ml) se afiadi6 a la resina. La mezcla se agit6é durante la noche. La resina se
lavé con N-metilpirrolidona (3-4 veces). La resina se agité en una mezcla de hidracina y N- metilpirrolidona (5 vol% de
monohidrato de hidracina) 2 veces durante 5 minutos. La jeringa se drend. La resina se lavd con N-metilpirrolidona.

[0178] Una mezcla de S,S'-2,2'-ditiodipiridina (7,5 mmol, 1650 mg) y acido 3-mercaptopropiénico (3,0 mmol, 261
microlitros) en N-metilpirrolidona (3 ml) se incubo durante 2 h. Se afiadié N,N'-diisopropilcarbodiimida (1,5 mmol, 233
microlitros). La mezcla resultante se afiadié a la resina. La mezcla se agité durante 1%z h. La resina se lavo con N-
metilpirrolidona y diclorometano.

[0179] La resina se tratd con una mezcla de acido trifluoroacético y agua (95:5) durante 15 min. El filtrado se trituré con
éter dietilico/n-heptano. El compuesto bruto se disolvié en acido acético (22 ml). Se agregoé agua (15 ml) y un poco de
acetonitrilo. La mezcla se filtré y se purifico usando HPLC de fase inversa ( columna C+s, 20- 50 % de acetonitrilo en
agua, 0,1 % de TFA).

LCMS: 902.2807 [M+H]"

Ejemplo 21
Diamonio (4S,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi- tetrahidrofuran-2-illjmetoxi-6xido-
fosforilloxi-4-hidroxi-5-[[2-[[2-[[2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-0x0- xanten-9-i)benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxilacetil]-[2-[2-[2-[3-

(2-piridildisul-fanil) propanoilamino]etoxi]etoxi]etillamino]acetillamino]acetil] amino]-6-[(1R,2R)-1,2,3-
trinidroxipropilJtetrahidropirano-2-carboxilato, compuesto 4M
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[0180]

[0181] Acido 2-[[2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-0x0-xanten-9-il)benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxi]acetil]-[2-[2-[2-[3-(2-
piridildisulfanil)propanoilamino]etoxiletoxietillaminolacético, compuesto 3M (0,3 mmol, 270 mg) se disolvid en
tetrahidrofurano (2 ml). N-hidroxisuccinimida (0,9 mmol, 104 mg) y N,N'-diisopropilcarbodiimida (1,5 mmol, 233
microlitros) se adicionaron a la mezcla que posteriormente se agité durante 1% h.

[0182] Disodio (5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-
fosforil]oxi-4-hidroxi-5-[2-aminoacetilamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato (0,45 mmol, 303
mg) se disolvié en agua (500 microlitros). El pH se ajusto a 8,5 por adicién de 500 mM acuoso. Na;HPO4/ NaH;PO4
(acuoso, saturado). El volumen final se ajusté a 2 ml por adicion de agua.

[0183] Las dos soluciones se mezclaron. El pH resultante fue 7,5-8,0. La mezcla resultante se agité durante 20 h. La
mezcla se diluyé a 15 ml con agua, se filtrd y se purificd usando HPLC de fase inversa (0-35 % de acetonitrilo en agua,
10 % de 500 mM de NH4HCO3 acuoso). Las fracciones seleccionadas se agruparon y se liofilizaron. LCMS: 1513,9
[M+H]*, 757,5 [M+H]2"

Ejemplo 22

Etiquetado en verde Oregon 488 de F8-500 AP3-LC-HC scFv -Aa3 via N-glicano, compuesto 5M

[0184]

M-glicano-proteina de fusidn Factor VIl

|

HOOC
T
0 o] OH

[0185] Se mezclo la proteina de fusion (F8-500 AP3-LC-HC scFv -Aa3 (SEC ID n° 39), 11 microgramos) en el tampon
acuoso (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCls, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3, 1,2 ml)
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con sialidasa recombinante de Clostridium perfringens (0,1 U). El volumen final fue 1,2 ml. La mezcla se dej6 a 25
grados Celsius durante 30 minutos. La mezcla se diluyé a 10 ml con tampén (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,,
0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, pH 7,3). La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare)
preacondicionada (con tampon A) y se eluy6 utilizando el siguiente programa: 10 CV eq 0 % de tampdn B, 2 CV lavado
muestra no unida (0 % tampdn B), 10 CV 0 - 100 % (tampon B), 5 CV 100 % tampon B. Tampdn de imidazol A: 20 mM
de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampon de imidazol B: 20
mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0186] Las fracciones seleccionadas se agruparon y se mezclaron con disodio (2R,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-
amino-2- oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-illmetoxi-6xido-fosforiloxi-5-[6-[[4-carboxi-3-(2,7-difluoro-3-
hidroxi-6-oxo-xanten-9-il)benzoillamino]hexanoilamino]-4-hidroxi-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropil]tetrahidropirano-2-
carboxilato y sialil transferasa (ST3Gallll de rata rec.). Las concentraciones finales fueron: Factor VIII: 0,026
micromolares, reactivo de etiquetado de fluorescencia: 39 micromolares, ST3Gallll: 177 U/l. Volumen final: 2,1 ml. La
mezcla se incubd a 32 grados Celsius durante 4 horas. Disodio (2R,5R,6R)-5-acetamido-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-
2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4- dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-fosforil]oxi-4-hidroxi-6-[(2R)-1,2,3-
trihidroxipropil]tetrahidropirano- 2-carboxilato se afiadié a la mezcla (concentracion final: 54 micromolares). La mezcla se
incubd a 32 grados Celsius durante 3 horas. La mezcla se diluyé a 25 ml con tampén (20 mM de Imidazol, 10 mM de
CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, nada de NaCl, pH 7,3). La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50
GL (GE Healthcare) preacondicionada (con tampén A) y se eluy6 utilizando el siguiente programa: 10 CV eq, 5 CV
lavado muestra no unida, 10 CV 0 - 25 % tampoén B, 10 CV 25-28 % (tampén B), 25 CV 28 - 100 % tampon By 10 CV
100 % tampdn B. Tampon de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, pH
7,3. Tampodn de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH
7,3.

[0187] El analisis SDS-PAGE (reducido, 7% de Tris acetato de NuPage, 1,0 mm, Invitrogen, 150 V, 70 min) confirmé la
incorporacion del fluoréforo en la proteina.

Ejemplo 23
N,O-glicano-asialo-Factor VIII BDD, compuesto 6M

[0188] Factor VIII BDD (1 mg) en tampdn acuoso (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de
glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3) se mezcld con sialidasa recombinante de Arthrobacter Ureafaciens (Biotechnol. Appl.
Biochem., 2005, 41, 225-231). Las concentraciones finales fueron: Factor VIII: 5,7 mg/ml y sialidasa: 1,5 U/ml. La
mezcla se dejo a 25 grados Celsius durante 30 minutos. La mezcla se diluyé a 20 ml con tampén (20 mM de Imidazol,
10 mM de CaCl;, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 25 mM de NaCl, pH 7,3). La mezcla se cargé sobre una columna
MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) preacondicionada (con tampdn A) y se eluyé utilizando el siguiente programa: 0,1 CV
eq 5 % tampén B, 2 CV lavado muestra no unida (5 % tampén B), 10 CV 5 - 100 % (tampdn B), 5 CV 100 % tampoén B.
Tampon de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH
7,3. Tampodn de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH
7,3.

Ejemplo 24
Extremo 3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino conjugado a FVIII BDD via O-glicano, compuesto 7M

[0189]

COOH
8]

Q-glicano-Factor VIl BDOD
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[0190] Factor VIII BDD asialo, compuesto 6 (3,95 mg) en el tampén (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de
Tween 80,1 M de glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3) se mezclé con disodio (5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-
oxo-pirimidin-1-il)- 3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-ollmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4-hidroxi-5-[[2-[3-(2-piridildisulfanil)
propanoilamino]acetillamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato y sialil transferasa (ST3Gall).
Las concentraciones finales fueron: Factor VIII: 1,16 mg/ml, sialiltranferasa: 0,22 mg/ml, nucleétido: 250 micromolares.
Volumen final: 3,4 ml. La mezcla se dej6 a 32 grados Celsius durante 20 horas. Disodio (2R.5R.6R)-5-acetamido-2-
[[(2R, 3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4- hidroxi-6-
[(2R)-1,2,3-trihidroxipropil]ltetrahidropirano-2-carboxilato se afiadio a la mezcla (concentracion final: 54 micromolares). La
mezcla se incubd a 32 grados Celsius durante 30 minutos. La mezcla se diluyé a 25 ml con tampén (20 mM de Imidazol,
10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 25 mM de NaCl, pH 7,3).

[0191] La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) preacondicionada (con tampén A) y se
eluyd utilizando el siguiente programa: 1 CV eq 0 % tampon B, 2 CV lavado muestra no unida (0 % tampoén B), 10 CV 0 -
20 % tampon B, 10 CV 20 % tampoén B, 10 CV 100 % tampdn B. Tampon de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de
CaCly, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampo6n de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM
de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0192] La proteina aislada se mezcldo con sialil transferasa (ST3Gallll) y disodio (2R,5R,6R)-5-acetamido-2-
[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4- hidroxi-6-
[(2R)-1,2,3-trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato. Las concentraciones finales fueron: Factor VIII: 1,12 mg/ml,
sialiltranferasa: 0,13 mg/ml, nucleétido: 54 micromolares. Volumen final: 3,2 ml. La mezcla se dejo a 32 grados Celsius
durante 1 hora.

[0193] La mezcla se diluyd a 40 ml con tampdn (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de
glicerol, 25 mM de NaCl, pH 7,3). La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare)
preacondicionada (con tampon A) y se eluyé utilizando el siguiente programa: 5 CV lavado muestra no unida (0 %
tampoén B), 5 CV 0 - 20 % tampén B, 15 CV 20 % tampén B, 10 CV 100 % tampdn B. Tampon de imidazol A: 20 mM de
Imidazol, 10 mM de CacCl,, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampdn de imidazol B: 20 mM
de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0194] La incubacion del producto con PEG 30 kDa tiol antes del analisis SDS-PAGE dio como resultado la presencia de
una banda con PM mas alto que FVIII bajo condiciones no reducidas pero no bajo condiciones reducidas.

Ejemplo 25
Extremo de 2-piridildisulfanil fluorescente conjugado a anticuerpo AP3 de longitud total via N-glicano, compuesto 8M

[0195]

[0196] El anticuerpo AP3 migG1 wt HC LC C39S de longitud total (1,5 mg) en el tampdn acuoso (50 % 100 mM de
HEPES.HCI, 150 mM de NaCl, pH 7,5, 33 % 100 mM de Glicina.HCI, pH 3,5, 17 % 20 mM de HEPES.HCI, 150 mM de
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NaCl, 0,01 % de Tween80, pH 7,5, pH final 7,2) se mezclé con diamonio (4S,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-
oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi- tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4-hidroxi-5-[[2-[[2-[[2-[2-[4-[2-(3-hidroxi-6-
oxo-xanten-9-il) benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxilacetil]-[2-[2-[2-[ 3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino]etoxi] etoxi]
etillaminoJacetillamino]acetillamino]-6-[(1R,2R)-1,2,3-trihidroxipropil] tetrahidropirano-2-carboxilato, compuesto 4M y
sialil transferasa (ST3Gallll). Las concentraciones finales fueron: anticuerpo: 1,4 mg/ml, sialiltranferasa: 0,12 mg/ml,
nucleétido: 190 micromolares. Volumen final: 650 microlitros. La mezcla se dejo a 32 grados Celsius durante 19 horas.
La muestra se transfirié a un dispositivo Millipore Amicon Ultra Centrifugal, MWCO 10.000 Da. La proteina se lavé varias
veces con tampon (histidina, 1,5 mg/ml, CaCl,, 0,25 mg/ml, Tween 80, 0,1 mg/ml, NaCl, 18 mg/ml, sacarosa 3 mg/ml,
pH 7,0). La solucion se concentré a 100 microlitros en dicho tampdn. Se determiné que la absorbancia era 280 nm y
500 nm. El analisis SDS-PAGE (reducido y no reducido, 7 % Tris acetato de NuPage, 1,0 mm, Invitrogen, 150 V, 70 min)
confirmo la incorporacion del fluoréforo en la cadena ligera del anticuerpo.

Ejemplo 26
Extremo de 2-piridildisulfanil fluorescente conjugado a FVIII BDD via O-glicano, compuesto 9M

[0197]

COOH

2-glicano-FYI BDOD

[0198] Se mezclo asialo Factor VIII BDD, compuesto 6M (1,86 mg) en el tampdn (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly,
0,02% de Tween 80,1 M de glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3) con diamonio (4S,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-
2-oxo- pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-illmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4-hidroxi-5-[[2-[[2-[[2-[2-[4-[2-(3- hidroxi-6-
oxo-xanten-9-il)benzoil]piperacin-1-il]-2-oxo-etoxi]acetil]-[2-[2-[2-[3-(2-piridildisulfanil) propanoilamino]etoxi]etoxi]etil]
amino]acetillamino] acetillamino]-6-[(1R,2R)-1,2,3- trihidroxipropil]tetrahidropirano-2-carboxilato, compuesto 4M vy sialil
transferasa (ST3Gall). Las concentraciones finales fueron: Factor VIII: 1,5 mg/ml, sialiltranferasa: 0,3 mg/ml, nucledétido:
95 micromolares. Volumen final: 1,25 ml. La mezcla se dejé a 32 grados Celsius durante 15 horas. Se agregaron disodio
(2R,5R,6R)-5-acetamido-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo- pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-iljmetoxi-
oxido-fosforilJoxi-4-hidroxi-6-[(2R)-1,2,3- trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato (concentracion final: 2,5 mM) vy
ST3Gallll a la mezcla. La mezcla se incubd a 32 grados Celsius durante 30 minutos. La mezcla se diluyé a 25 ml con
tampon (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 150 mM de NaCl, pH 7,3).

[0199] La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) preacondicionada (con tampén A) y se

eluyd utilizando el siguiente programa: 1 CV eq 0 % tampon B, 2 CV lavado muestra no unida (0 % tampon B), 10 CV 0 -
20 % tampon B, 10 CV 20 % tampoén B, 10 CV 100 % tampdn B. Tampon de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de
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CaCly, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampon de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM
de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0200] El analisis SDS-PAGE (reducido y no reducido, 7 % Tris acetato de NuPage, 1,0 mm, Invitrogen, 150 V, 70 min)
confirmé la incorporacién del fluoréforo en la cadena pesada de FVIII BDD.

Ejemplo 27

Extremo de 3-[2-[2-[2-(2-acetilsulfaniletoxi)etoxi]etoxi]etoxi]propanoil conjugado a anticuerpo de longitud total AP3,
posiciones aleatorias, compuesto 10 M

[0201]

] ]
Aswnaﬁﬂwnw’“‘*ﬂ/\.)]\ anticuerpo (posicion aleatoria)

[0202] El anticuerpo AP3 migG1 wt Hc Lc C39S de longitud total (1,3 mg) en el tampdn (50 % 100 mM HEPES.HCI, 150
mM NaCl, pH 7,5, 33 % 100 mM Gilicina.HCI, pH 3,5, 17 % 20 mM HEPES.HCI, 150 mM NacCl, 0,01 % Tween80, pH 7,5,
pH final 7,2) se coloco en un dispositivo Millipore Amicon Ultra Centrifugal, MWCO 10,000 Da. La proteina se lavo varias
veces con tampon (20 mM de HEPES, pH 7.3). La solucién se concentrd a 65 microlitros en dicho tampon.

[0203] Se disolvio (2,5-dioxopirrolidin-1-il) 3-[2-[2-[2-(2-acetilsulfaniletoxi)etoxi]etoxi] etoxilpropanoato (Pierce/Thermo
Scientific, 2,2 mg, 5,2 micromoles) en el tampén (20 mM de HEPES, pH 7,3, 100 microlitros). 4 microlitros de esta
solucion (209 nmol) se afadié a la solucidn de proteina. La mezcla resultante se incubd durante 1 hora. La solucion se
colocé en un dispositivo Millipore Amicon Ultra Centrifugal, MWCO 10.000 Da. La proteina se lavd varias veces con
tampon (20 mM de HEPES, pH 7,3).

Ejemplo 28
N-glicano-asialo-Factor VIII| BDD, compuesto 11M

[0204] Se mezclo Factor VIII BDD (7 mg) en el tampon acuoso (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween
80, 1 M de glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3) con sialidasa recombinante de sialidasa recombinante de Clostridium
perfringens (4 U). El volumen final fue 4 ml. La mezcla se dej6 a 25 grados Celsius durante 30 minutos. La mezcla se
diluy6 a 5 ml con tampén (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 25 mM de NaCl,
pH 7,3). La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) preacondicionado (con tampén A) y
se eluyo utilizando el siguiente programa: 5 CV eq 0 % tampon B, 2 CV lavado muestra no unida (0 % tampén B), 25 CV
0-70 % (tampén B), 10 CV 70-100 % (tampodn B), 5 CV 100 % tampon B. Tampodn A: histidina (1,5 mg/ml), CaCl, (0,25
mg/ml), Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl (2,9 mg/ml) y sacarosa (3 mg/ml), pH 7,0. Tampén B: histidina (1,5 mg/ml), CaCl,
(0,25 mg/ml), Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl (58 mg/ml) y sacarosa (3 mg/ml), pH 7,0

Ejemplo 29

Extremo de 3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino conjugado a FVIII BDD marcado con fluorescencia via N-glicano,
compuesto 12M
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[0206] Se mezclé N-glicano-asialo-Factor VIII BDD, compuesto 11M (3 mg) en el tampon (histidina (1,5 mg/ml), CaCl,
(0,25 mg/ml), Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl (30 mg/ml) y sacarosa (3 mg/ml), pH 7,0) con disodio (5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,
5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-2-illmetoxi-oxido-fosforilJoxi-4-hidroxi-5-[[2- [3-(2-
piridildisulfanil)propanoilamino]acetillamino]-6-[(2R)-1,2,3-trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato, compuesto 1M,
disodio (2R,5R,6R)-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)-3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-  2-iljmetoxi-6xido-
fosforilloxi-5-[6-[[4-carboxi-3-(2,7-difluoro-3-hidroxi-6-oxo-xanten-9-il) benzoillamino]hexanoilamino]-4-hidroxi-6-[(2R)-
1,2,3-trihidroxipropilJtetrahidropirano-2-carboxilato y sialil transferasa (ST3Gallll de rata rec.). Las concentraciones
finales fueron: Factor VIII: 0,85 mg/ml, sialiltranferasa: 271 U/l, nucleétido de verde Oregén 488: 14, micromolares,
compuesto 1M: 15 micromolares. Volumen final: 3,5 ml. La mezcla se dejo a 32 grados Celsius durante 18 horas. Se
afiadié disodio (2R,5R,6R)-5-acetamido-2-[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-amino-2-oxo-pirimidin-1-il)- 3,4-dihidroxi-tetrahidrofuran-
2-illmetoxi-6xido-fosforilJoxi-4-hidroxi-6-[(2R)-1,2,3- trihidroxipropilltetrahidropirano-2-carboxilato a la  mezcla
(concentracion final: 54 micromolares). La mezcla se incub6 a 32 grados Celsius durante 30 minutos.

[0207] La mezcla se diluyé a 14 ml con tampon (histidina (1,5 mg/ml), CaCl, (0,25 mg/ml), Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl
(2,9 mg/ml), y sacarosa (3 mg/ml), pH 7,0). La mezcla se cargd sobre una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare)
preacondicionada (con tampén A) y se eluy6 utilizando el siguiente programa: 5 CV eq, 2 lavado muestra no unida, 25
CV 0-70%, 10 CV 70-100 % tampén B, y 5 CV 100 % B. Tampdn de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly,
0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampoén de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM de
CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0208] El analisis SDS-PAGE (reducido y no reducido, 7 % Tris acetato de NuPage, 1,0 mm, Invitrogen, 150 V, 70 min)
confirmé la incorporacion del fluoréforo en las cadenas pesada y ligera del FVIII BDD. La incubacion del producto con
PEG 30 kDa tiol antes del analisis SDS-PAGE dio como resultado la presencia de una banda fluorescente con PM mas
alto que FVIII bajo condiciones no reducidas pero no bajo condiciones reducidas.

Ejemplo 30

Conjugado entre extremo de 3-(2-piridildisulfanil) propanoilamino conjugado a FVIII BDD marcado con fluorescencia via
N-glicano, compuesto 12M y AP3 scFv LC-HC, compuesto 13M
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[0210] AP3 scFv en una mezcla 1:1 de tampon de glicina (100 mM, pH 3,5) y tampon de HEPES (100 mM, pH 7,5) se
mezcl6é con extremo de 3-(2-piridildisulfanil) propanoilamino conjugado a FVIII BDD marcado con fluorescencia via N-
glicano, compuesto 12M en el tampdn acuoso (20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de
glicerol, 500 mM de NaCl, pH 7,3). Las concentraciones finales fueron: compuesto 12M: 0,25 mg/ml, ScFv: 2
micromolares, 0,06 mg/ml. Volumen final: 2,1 ml. La mezcla se dej6 a 23 grados Celsius durante 3 horas. Se agregaron
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soluciones de cisteina (1 mg/ml) en el tampon (2,3 microlitros) y cistina (1 mg/ml) en el tampon (3,5 microlitros). La
mezcla se dejo a 23 grados Celsius durante 15 minutos. La mezcla se diluyé a 40 ml con tampdn (20 mM de Imidazol,
10 mM de CaCl;, 0,02% de Tween 80, 1 M de glicerol, 25 mM de NaCl, pH 7,3). La mezcla se cargé sobre una columna
MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) preacondicionada (con tampén A) y se eluyo6 utilizando el siguiente programa: 5 CV eq
0 % tampon B, 2 CV lavado muestra no unida (0 % tampén B), 25 CV 0-70 % (tampon B), 50 CV 70-100 % (tampdn B),
5 CV 100 % tampodn B. Tampoén de imidazol A: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 25 mM de
NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Tampén de imidazol B: 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 1 M de
NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3.

[0211] Las fracciones seleccionadas se transfirieron a un dispositivo Millipore Amicon Ultra Centrifugal, MWCO 50.000
Da y el volumen total se redujo a 0,5 ml. La mezcla se cargoé sobre una columna Superose 6 10/300 GL (GE Healthcare)
preacondicionada (con tampén) y se eluyo utilizando el siguiente tampodn: histidina (1,5 mg/ml), CaCl. (0,25 mg/ml),
Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl (18 mg/ml) y sacarosa (3 mg/ml), pH 7,0.

[0212] El analisis SDS-PAGE (no reducido al igual que trombina digerida/no reducida, 7 % Tris acetato de NuPage, 1,0
mm, Invitrogen, 150 V, 70 min) mostro la presencia de bandas fluorescentes con PM mas alto que el material de partida.
La proteina se mostréo que no enlazaba con plaquetas lo que podrian racionalizarse por el hecho de que Cys-34 se
encuentra en una region CDR, por lo tanto, efectta afinidad de enlace.

Ejemplo 31

Conjugado entre extremo de 3-(2-piridildisulfanil) fluorescente anticuerpo conjugado AP3 migG1 wt HC LC C39S de
longitud total via N-glicano, compuesto 8M y FVIII BDD via extremo en O-glicano, compuesto 7M
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[0214] EI anticuerpo AP3 migG1 wt Hc Lc C39S de longitud total conjugado a un extremo, por ejemplo, compuesto 8M
en el tampdn se mezcla con una solucion de tris(carboxietil)fosfina en el tampon. El tampon se cambia para eliminar la
trialquilfosfina en exceso después de la reduccién selectiva del enlace bisulfuro. Se afade una solucién de una
bismaleimida, por ejemplo, bismaleimida PEG 6000 de Rapp Polymere Gmbh, n® de catalogo: 11 6000-45, en el
tampodn. El tampdn se cambia después de la finalizacion de la reaccion.

[0215] FVIII conjugado a un extremo de 3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino, por ejemplo, compuesto 7M, en el tampon

se mezcla con una solucion de tris(carboxietil)fosfina en el tampon. El tampon se cambia para eliminar la trialquilfosfina
en exceso después de la reduccion selectiva del enlace bisulfuro.
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[0216] Las dos soluciones de proteinas modificadas (FVIIl y AP3 Ab) se mezclan. La formacion del conjugado deseado
se monitoriza por analisis SDS-PAGE. La purificacion se lleva a cabo utilizando un tipo adecuado de cromatografia, por
ejemplo, intercambio de iones o cromatografia de afinidad anti-FVIII.

5 Ejemplo 32

Conjugado entre anticuerpo AP3 migG1 wt HC LC C39S de longitud total a extremo 3-(2-piridildisulfanil) fluorescente
conjugado via N-glicano, compuesto 8M y FVIII BDD via extremo en O-glicano, compuesto 7M
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[0218] Anticuerpo AP3 migG1 wt Hc Lc C39S de longitud total conjugado a un extremo, por ejemplo, compuesto 8M en
tampon se mezcla con una solucién de un ditiol, por ejemplo, 3,6-dioxa-1,8-octaneditiol, en tampon. El tampdn se

15 cambia tras la finalizacion de la reaccion. Una solucion de extremo 3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino conjugado a
FVIII, por ejemplo, compuesto 7M, se afade. La formacién del conjugado deseado se monitoriza por analisis SDS-
PAGE. La purificacion se realiza utilizando un tipo adecuado de cromatografia, por ejemplo, intercambio de iones o
cromatografia de afinidad anti-FVIII.

20 Ejemplo 33

Conjugado entre anticuerpo AP3 migG1 wt HC LC C39S de longitud total conjugado al extremo 3-(2-piridildisulfanil)
fluorescente via N-glicano, compuesto 8M y mutante Cys de FVIII
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[0219]

g— mutante de Cys de FVII

[0220] Un mutante de Cys accesible de superficie de FVIIl se conjuga al anticuerpo AP3 o similar (o fragmento del
mismo) utilizando los mismos métodos que se han descrito anteriormente. El mutante de Cys de FVIII se trata, si es
necesario, con agente de reduccion para eliminar los sustituyentes ligados de manera covalente a la cisteina mutada,
dando asi como resultado la generacion / garantia de la presencia de un tiol. La proteina formada se conjuga con un
reactivo adecuado del tipo descrito, por ejemplo, extremo de 2- piridildisulfanil fluorescente conjugado a anticuerpo de
longitud total AP3 via N-glicano, compuesto 8M. La formacién del conjugado deseado se monitoriza por analisis SDS-
PAGE. La purificacion se realiza utilizando un tipo adecuado de cromatografia, por ejemplo, intercambio de iones o
cromatografia de afinidad anti-FVIII.

Ejemplo 34
Preparacion de FVIII modificado con verde Oregén 488 en los N-glicanos y dPEG12-SH en el O- glicano

Paso 1: preparacion de PySS-dPEG12-GSC (compuesto J1)

[0221]
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[0222] Ester 5'-monofosfato de citosina de acido glicil-sialico (GSC, sal de dimetilamina, PM 673,85% puro, 96 mg, 153
pmol) se disolvio en 100 mM de tampon de TRIS, pH 8,4 (650 pL) seguido de acetonitrilo (650uL) y se agitd para
observar un sistema bifasico. SPDP-dPEG12-NHS-éster (Quanta Biodesign, prod. no. 10378, 1,2 eq, 183 umol, 170 mg)
se disolvié en 650 yL de THF, seguido de 100 mM de TRIS, pH 8,4, (650 uL) se observé un leve precipitado blanco
nebuloso y esta solucion de éster de NHS se afadié a la solucion GSC. La solucién era ligeramente nebulosa a pH 8,4.
La solucidn se agitd a temperatura ambiente durante 7 h y la mezcla resultante se congeld y se liofilizd para obtener el
compuesto bruto. El polvo blanco obtenido después de la liofilizacion se purificdé por HPLC preparativa usando agua
limpia como tampén de equilibrado y un gradiente lineal de acetonitrilo puro para la elucion. Las fracciones que
contenian el producto deseado se agruparon y se liofilizaron para producir 100 mg del compuesto objetivo, que fue
homogéneo por HPLC analitica y se identifico por espectrometria de masas.

Paso 2: acoplamiento de PySS-dPEG12-GSC al O-glicano de wt BDD FVIII (compuesto J2)

[0223] Se afiadié a wt BDD FVIII ("N8", 5,7 mg/ml; 5 mg, 875ul) sialidasa A. urifaciens (0,44 mg/ml, 50 pl) y PySS-
dPEG12-GSC (J1), 1 mg/ml en el tampon 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCls,, 0,02% de Tween 80, 200 mM de NaCl,
1 M de glicerol, pH 7,3, 100 ul se uso) y His-ST3Gal-I (2,5 mg/ml, 375 pl). La mezcla reactiva se incubo a 32°C durante
toda la noche durante un periodo de 17 h. Luego se diluy6é con 25 ml de tamp6n 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCly,
0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3, para bajar la conductividad. La mezcla se cargd luego a
una columna MonoQ 5/50 GL equilibrada con 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl;, 0,02% de Tween 80, 25 mM de
NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. El producto se eluy6 utilizando un gradiente en dos etapas con tampdn de elucién 20 mM
de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. Se eluydé material no
relacionado con FVIII con 20% de tampdn de elucién, mientras el producto se eluyé con 100% de tampdn de elucion.
Las fracciones que contenian el producto deseado (J2) se agruparon. Rendimiento 4,1 mg, 1,17 mg/ml.

Paso 3: etiquetando con verde Oregdn y recubrimiento de los N-glicanos (J3)

[0224] La proteina modificada preparada segun el paso 2 (J2) se mezclé con MBP-ST3Gal-lll (1,2 U/ml, 300 pl) y verde
Oregon 488-GSC (2 mg se disolvieron en 800 pl de tampon 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80,
200 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3, 200 pl, 0,5 mg, 20 eq. se usd) y se incubd a oscuras a 32 °C durante toda la
noche. Posteriormente, CMP-NAN (9 mg en 250 pl de tampén 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl;, 0,02% de Tween
80, 200 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3) se afiadi6 a la mezcla reactiva y se incub6 durante 1 hora mas a 32°C.
Luego se diluyé con 30 ml 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCly, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol,
pH 7,3 para reducir la conductividad. La purificacién se efectué por AIEX como se indica en el paso 2. Rendimiento: 1,54
mg, 0,51 mg/ml.

Paso 4: reduccion con TCEP

[0225] La proteina modificada preparada segun el paso 3 (J3) se mezcld con fosfina triscarboxletilica (TCEP, 700 eq.,
1,69 mg; 6 mg de TCEP se disolvié en el tampdn de 1 ml, 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80,
200 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3, 282 ul se usd) y se incubd durante 30 min a 5 °C a oscuras. Luego se diluyd
con 30 ml de 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3 para
reducir la conductividad. La purificacion se efectud por AIEX como se indica en el paso 2. Rendimiento: 610 ug, 610
pg/ml. El producto se purific6 mas por SEC (columna: Superdex 200 10/300 GL) usando el tampdn: histidina (1,5
mg/ml), CaCl, (0,25 mg/ml), Tween 80 (0,1 mg/ml), NaCl (18 mg/ml), sacarosa (3 mg/ml) como fase movil. Las
fracciones que contenian el producto deseado (J4) se agruparon. Rendimiento: 420 pg, 120 pug/ml. Los datos del
analisis del gel SDS PAGE del producto fueron esencialmente idénticos a N8 y la formacion de imagenes por
fluorescencia en gel mostré que la HC y la LC contenian ambas marcador de fluorescencia. El producto se sometié a
una reaccion de ensayo utilizando una PEG-maleimida 30 kDa. El analisis SDS PAGE de esta reaccion mostré bandas
con PM aumentado y la desaparicién de la banda de FVIII HC, indicando asi la presencia del grupo tiol libre.

[0226] Este ejemplo muestra que el FVIII se puede modificar en el O-glicano con un grupo tiol.
Ejemplo 35
Preparacion del anticuerpo AP3 migG de longitud total modificado con los grupos SSPy (J5)

[0227] Al AP3 migG1 wt LC C39S de longitud total (3,0 mg/ml, 400 pl, 1200 pg, 8 nmol, pH 7,2, en una mezcla de
tampones 50 % de 100 mM de HEPES HCI, 150 mM de NaCl, pH 7,5, 33 % de 100 mM de glicina HCI, pH 3,5y 17 %
de 20 mM de HEPES HCI, 150 mM de NaCl, 0,01 % de Tween80, pH 7,5) se le cambio el tampén a HEPES 100 mM,
pH 7,5 por concentracion a 100 uyl (15 min, 12.000 g, Millipore Amicon Ultra 10 kDa), diluyendo a 900 pl y luego
concentrado a 100 ul (12 min, 12.000 g) x 6. Volumen final fue de aproximadamente 80 pl. Luego se diluy6 aprox. 260 pl
usando HEPES 100 mM, pH 7,5. Posteriormente, SPDP-dPEG12 NHS- éster (Quanta Biodesign, prod no. 10378,1,8 mg
se disolvio en 400 yl ml HEPES 100 mM, pH 7,5 de éste, 20 eq., 144 ug, 32 pl se usd) se afiadioé al AP3 FL migG
cambiado de tampdn. La mezcla reactiva se incub6 a temperatura ambiente durante toda la noche. El andlisis de gel
SDS-PAGE reducido y no reducido mostré que las bandas correspondientes al anticuerpo FL y las cadenas individuales
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pesada y ligera aumentaron el peso molecular, ademas de ser mas amplias en apariencia, mostrando asi que la
modificacion deseada habia tenido lugar. A la proteina se le cambié el tampén a HEPES 100 mM, pH 7,5 como se ha
descrito anteriormente. Rendimiento 765 ug, 8,5 mg/mi.

[0228] Este ejemplo muestra que AP3 FL migG se puede modificar con un agente de acilacion que contiene el grupo de
conjugacion SSPy sensible al tiol.

Ejemplo 36
Preparacion de un conjugado entre FVIIl y AP3 FL migG

[0229] AP3 migG1 dPEG12-SSPy (J5, 8,5 pg/ul, 0,057 nmol/pl, 31 pl, 1,76 nmol) se mezclé con 2500 pl del derivado de
FVIII J4 (300 pg, 1,76 nmol, 120 pg/ml). La mezcla se filtr6 de forma estéril, se envolvié en una hoja de aluminio y se
dejo a temperatura ambiente durante toda la noche, después de lo cual el analisis de gel SDS-PAGE mostré que los
productos con PM correspondientes al aducto o aductos deseados entre wt BDD FVIIl y AP3 FL migG se habian
formado. La formacion de imagenes por fluorescencia en gel mostré que estas bandas contenian marcador de
fluorescencia, lo que muestra se originaron a partir de las cadenas HC o LC de FVIII. El analisis de gel también se llevo
a cabo en presencia de exceso de N-etilmaleimida para verificar que la conjugacion no ocurrié durante la preparacion de
la muestra de SDS. Se dejé reaccionar la mezcla durante un tiempo adicional de 3 dias, después de lo cual se diluyo
con 30 ml de 20 mM de imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 25 mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3 y se
cargd en una columna MonoQ 5/50 GL equilibrada con 20 mM de Imidazol, 10 mM de CaCl,, 0,02% de Tween 80, 25
mM de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. El producto se eluyé utilizando un gradiente lineal con tampdn de elucion 20 mM
de Imidazol, 10 mM de CaCl;, 0,02% de Tween 80, 1 M de NaCl, 1 M de glicerol, pH 7,3. De esta manera, el AP3 FL
mlgG libre se separo del FVIII BDD libre y el conjugado. El analisis SDS-PAGE no reducido y reducido mostré que unas
fracciones contenian el producto deseado. El gel no reducido indicé una desaparicién de la banda de HC de FVIII
mientras que mostré bandas de alto PM que correspondian a conjugados entre AP3 FL migG y FVIII. La transferencia
Western con Ab especifico de migG mostrdé que estas bandas contenian el anticuerpo AP3 FL. El gel reducido mostré la
presencia de la cadena pesada y ligera de FVIIl y AP3.

[0230] Este ejemplo muestra que AP3 FL migG y FVIII BDD se pueden conjugar via un enlace bisulfuro formado por la
reaccion entre un grupo tiol en el AP3 FL migG y un grupo SSPy en el FVIII BDD.

Ejemplo 37
FVIII:C en las cosechas de cultivos celulares medido por ensayo cromogénico

[0231] La actividad de FVIII (FVIII:C) del compuesto rFVIII en la cosecha del cultivo celular (fraccidon sobrenadante) se
evaluo en un ensayo de FVIII cromogénico usando reactivos COATEST SP (Chromogenix) de la siguiente manera: las
muestras de rFVIIl y un FVIII estandar (Coagulation reference, Technoclone) se diluyeron en el tampén de ensayo
COATEST (50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1 % de BSA, pH 7,3, con conservante). Cincuenta pl de muestras,
estandares y control negativo de tampdn se agregaron a placas de microtitulacion de 96 pocillos (Spectraplates MB,
Perkin Elmer). Todas las muestras se evaluaron diluidas 1:100,1:400,1:1600 y 1:6400. El reactivo de factor IXa/factor X,
el reactivo de fosfolipido y CaCl, del kit COATEST SP se mezclaron 5:1:3 (vol:vol:vol) y 75 ul de esto se anadi6 a los
pocillos. Después de 15 min de incubacion a temperatura ambiente, se afiadié 50 yl de la mezcla de sustrato de Factor
Xa S-2765/inhibidor de trombina 1-2581 y las reacciones se incubaron 5 min a temperatura ambiente antes de afadir 25
pl de 1 M de acido citrico, pH 3. La absorbancia a 405 nm se midié en un lector de placa de microtitulacién Envision
(Perkin Elmer) con absorbancia a 620 nm usada como longitud de onda de referencia. El valor para el control negativo
se sustrajo de todas las muestras y una curva de calibracion preparada por regresion lineal de los valores de
absorbancia trazados vs. concentracion de FVIII. La actividad especifica se calculé por division de la actividad de las
muestras con la concentracién de proteina determinada por ELISA.

Ejemplo 38

Actividad especifica de las proteinas de fusion de AP3-FVIIl en los ensayos de actividad de FVIII clinicamente
relevantes

[0232] La actividad de FVIII de las proteinas purificadas y los conjugados (N8 control, F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3
(SEC ID n°® 39), F8-500 AP3-LC-HC scFV (SEC ID n°® 42) y F8-500 AP3-HC-LC scFV (SEC ID n° 41)) se evalud en el
ensayos estandar de FVIII:C, bien ensayos cromogénicos bien en un ensayo de coagulacién de una etapa. La actividad
de FVIII cromogénico de las proteinas purificadas se evalué utilizando el ensayo COATEST SP (Chromogenix,
Lexington, MA, USA). El ensayo se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante con modificaciones minimas y se
realizé en un formato de placa de 96 pocillos. En resumen, las muestras de FVIII diluido y el material de referencia de
FVIII se incubaron con una mezcla de reactivo de factor IXa/factor X, reactivo de fosfolipido y CaCl, del kit COATEST
SP. Después de 15 min de incubacion a temperatura ambiente, la mezcla de sustrato de factor Xa S-2765/ inhibidor de
trombina 1-2581 se afiadid y las reacciones se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente antes de que se
detuviera la reaccion con 20% de acido citrico. La absorbancia a 415 nm se midi6 en un lector de placa de
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microtitulacion Spectramax (Molecular Devices) con absorbancia a 620 nm usada como longitud de onda de referencia.
Un FVIII recombinante calibrado contra el 7° FVIII estandar recombinante WHO/NIBSC se us6 como material de
referencia. Véase la tabla 4

Ejemplo 39
FVIII:C en muestras purificadas medido por ensayo de coagulo de una etapa

[0233] La actividad de coagulacion de FVIII de los compuestos de FVIII se determind por dilucion de las muestras de
FVIIl concentrado y el material de referencia primero en el tampdn y luego en plasma deficitario de FVIII con Factor de
von Willebrand (Siemens, Deerfield, IL, USA) segun las recomendaciones SSC. Cada muestra de FVIII se midié en 4
concentraciones diferentes. La actividad de coagulacion de FVIII se midié en un instrumento ACL 9000 utilizando el
programa de factor unico (FVIII:Cd) donde las muestras de FVIII se mezclaron con reactivo APTT (Synthasil, ILS,
Bedford, MA, USA), 25 mM de CaCl; y plasma deficitario de FVIIl. Un FVIII recombinante calibrado contra el 7° FVIII
estandar recombinante WHO/NIBSC se us6 como material de referencia. S

Tabla 4
Compuesto Actividad de coagulo Actividad cromogénica especifica
especifica (IU/mg) (IlU/mg)
Conjugado N8-AP3 IgG compound n.d. 2687 £ 177
Mz1
F8-500 AP3 HC-LC 6867 + 101 (n=2) 6837 + 1241 (n=2)
F8-500 AP3-LC-HC scFV 5565 + 69 (n=2) 5677 + 1049 (n=2)
F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 13528 + 2205 (n=3) 10554 + 1410 (n=3)
N8 control 8533 + 638 (n=5) 7769 692 (n=5)

[0234] Como se muestra en la tabla 4, las proteinas de fusion de AP3-FVIIl y los conjugados tienen actividades de FVIII
similares en los ensayos de actividad de FVIII cromogénico y de coagulacion a las del material de inicio N8.

Ejemplo 40
Generacion de trombina soportada por proteinas de fusion AP3-N8 especificamente ligadas a plaquetas

[0235] Pruebas de coagulacion globales tales como prueba de generacion de trombina (TGT) se ha sugerido que son
mediciones fisioldgicamente mas relevantes de la actividad de Factor VIII (FVIII) que los ensayos cromogénicos y de
coagulacion, especialmente cuando las plaquetas estan incluidas en los ensayos. Para valorar el efecto de AP3-N8 en
las plaquetas, se evaluaron los compuestos de FVIII (F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 y N8 control) en un sistema que
simula la hemofilia A humana. Los simuladores de hemofilia A se prepararon por sustitucion del plasma deficitario de
FVIII (>1% de actividad de FVIIl) con plaquetas lavadas de donantes de sangre normales particulares. El proceso de
coagulacion se inicia con factor tisular y calcio y la generacién de trombina se puede seguir incluyendo sustrato de
trombina fluorogénica en el ensayo, que se puede detectar incluso cuando se forman coagulos de fibrina. Asi en la
simulacién de la hemofilia A, la cantidad de trombina generada y la velocidad de generacién de trombina dependeran de
la cantidad de FVIII presente en el TGT. El método TGT usado en este caso esta modificado a partir de un ensayo de
plasma rico en plaquetas (PRP). En resumen, las plaquetas aisladas de sangre citrada recogida de donantes sanos
normales particulares y purificadas a través de una serie de pasos de lavado segun el procedimiento de plaquetas
Mustard *Washed se adiciond al plasma deficitario de FVIII (George King, Overland Park, KA, USA) en una
concentracion de 150,000 plaquetas/pl. 80pL de estas PRP deficitarias de FVIII (100,000 plaquetas/pl final) se mezclé
con 10ul de Innovin (dilucion final 1:200.000) en una placa de microtitulo y se preincubé durante 10 min a 37°C, antes
de afadir 10 pl de compuesto de FVIII o tampdn y 20 pl de sustrato fluorogénico (Z-Gly-Gly-Arg-AMC, Bachem,
concentracion final 417 nM) mezclado con CaCl; (concentracion final 16,7 mM). La emisién a 460 nm después de la
excitacion a 390nm se midié continuamente durante 2 horas en el lector de placa Fluoroskan Ascent (Thermo Electron
Corporation). La sefial de fluorescencia se corrigio para actividad de trombina ligada a a2-macroglobulina y se convirtio
a concentracion de trombina utilizando un calibrador y el software Trombinoscope (Synapse BV).

[0236] Para demostrar que AP3 transporta una unioén de plaqueta especifica para N8 que permitiria que la molécula de
FVIII fuera portada con la plaqueta en circulaciéon y no solo localizar a la plaqueta en el momento de la activacion, el
ensayo TGT anteriormente descrito se realizé con los siguientes pasos adicionales: *una vez que se obtuvieron las
plaguetas lavadas, las plaquetas se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente con proteina de fusion AP3-N8 o
N8 (20 U/ml) para permitir que los compuestos N8 se enlazaran a las plaquetas. Esta incubacion estuvo seguida de dos
pasos de lavado adicionales para eliminar todos los N8 no especificamente ligados a las plaquetas en reposo. Tras
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estos dos pasos de lavado adicionales, las plaquetas se agregaron al plasma deficitario de FVIII, calcio y sustrato
fluorogénico y la actividad de FVIII en forma de generacion de trombina se midié6 como se ha descrito. Los parametros
obtenidos del software estan registrados como "tiempo de latencia", que describe el tiempo que tarda en iniciarse la
generacion de trombina, "Pico" que describe el indice maximo de generacion de trombina en nM y "Tiempo para pico".
Un coagulo fuerte se caracteriza por la aparicion temprana y rapida y altos indices de formacién de trombina.

Tabla 5
Compuesto Tiempo de Pico (nM Trombina) | Tiempo para pico
latencia (min) (min)
Tampén 18,2 9,9 97,9
N8 control 171 16,5 99,6
F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 |8,2 68,2 27,4

[0237] Los resultados muestran una generacion de trombina fuerte en el experimento donde se incubaron las plaquetas
con las proteinas de fusién AP3- N8, mientras que las plaquetas incubadas con N8 mostraron poco mas que niveles de
fondo (hemofilia A) de generacion de trombina. Asi, mientras el N8 control se podia eliminar de las plaquetas, la
proteina de fusion AP3-N8 permanecia ligada a las plaquetas, demostrando asi directamente una actividad de FVIII
portada por las plaquetas.

Ejemplo 41
Analisis de union de proteina de fusién a GPllla purificada

[0238] El analisis de interaccion de unién se obtuvo por resonancia de plasmén de superficie en un instrumento Biacore
T-100. La captura de GPIIbllla purificada (Enzyme Research Laboratories) en una concentracion fija se obtuvo por
inmovilizacién directa a un chip CM5 a un nivel de 1000-4000 RU en 10 mM de acetato sédico, pH 4,5-5,0. Las
diluciones de dos veces de los derivados de FVIII de 5-0,31 nM se evaluaron para unién a la GPllbllla inmovilizada.
Tampon de migracion y de dilucién: 10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl, 0,005% de p20, pH 7,4.
Todos los derivados de FVIII se dializaron y diluyeron en el tampén de migracion. Se obtuvo regeneracion por 10 mM de
glicina, pH 1,7. La determinacion de constantes cinéticas y de union (kon, Koff) S€ Obtuvo asumiendo una interaccion 1:1
del derivado de FVIIl y GPIIbllla utilizando el software de evaluacion Biacore T100. Los resultados se muestran en la
siguiente tabla.

Tabla 6: analisis de resonancia de plasmon de superficie (SPR)

ID derivativa de FVIII k,, (1/Ms) Ko (1/5) KD (nM)
F8-500 AP3-HC-LC scFV 1,3E+05 1,5E-04 1,2
F8-500 AP3-LC-HC scFV 1,4E+06 n.d. n.d.
F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 2,2E+06 5,0E-05 0,02
Conjugado N8-AP3 Compuesto 2,5E+05 6,1E-06 0,02

MZ 1

n.d. indice de disociacion observado demasiado bajo para determinacion exacta de k

Ejemplo 42
Analisis de enlace de fusiones/conjugados de FVIIl a plaquetas

[0239] EI enlace a plaquetas de una proteina de fusion se puede evaluar por citometria de flujo. Las plaquetas de la
sangre periférica se pueden purificar o se puede usar toda la sangre. Las plaquetas pueden estar activadas o en reposo.
Las plaquetas se incuban con proteina de fusién durante 15-30 min. La proteina de fusién puede estar directamente
marcada con un fluoréforo o se puede detectar utilizando un anticuerpo secundario marcado de forma fluorescente. Un
anticuerpo especifico de plaquetas marcado de forma fluorescente que no interfiere con la unién de la proteina de fusion
se puede afadir para valorar si las particulas que enlazan la proteina de fusidon son de hecho plaquetas. Tras la
incubacion, las células se lavan para eliminar la proteina de fusidon y las muestras se analizan en un citémetro de flujo.
El citometro de flujo detecta células no marcadas y moléculas marcadas de manera fluorescente que se enlazan a
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células y asi se puede utilizar para analizar especificamente hasta qué punto la proteina de fusidn esta enlazada a las
plaquetas (u otras células).

[0240] La especificidad de union se puede evaluar por ejemplo afiadiendo un exceso de anticuerpos no marcados
(cuando se usa proteina de fusién directamente marcada). La union de la fraccion de FVIII a las plaquetas se pueden
evaluar, por ejemplo, afiadiendo un exceso de annexina V o FVIII. La interiorizacion de la proteina de fusion por la
plaqueta en reposo se puede evaluar, por ejemplo, mediante la incubacién de plaquetas con proteina de fusion
directamente marcada seguida de incubacién con un anticuerpo, que aplaca la sefial de la proteina de fusion de enlace
de superficie (es decir, no interiorizado). Sélo la proteina de fusion interiorizada se detectara entonces por citometria de
flujo. Se puede suponer que las plaquetas activadas liberaran proteina de fusion interiorizada en el sitio de formacién de
coagulo.

Ejemplo 43
Prueba de fusiones y conjugados FVIII-AP3 que enlazan a plaquetas

[0241] EIl enlace a plaquetas de F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (SEC ID n°® 39) (AP3-N8 2097) y AP3 IgG de longitud
total quimicamente acoplado a N8 (MZ1 en el ejemplo 18) se evalud por citometria de flujo. Las plaquetas lavadas de
sangre periférica humana se prepararon y se incubaron con AP3-N8 en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante
30 min (- 300.000 plaquetas por muestra). Como marcador de plaquetas, la proteina de peridinina clorofila (PerCP)-
marcada anti CD42a se afiadié a las muestras junto con los constructos AP3-N8. Tras la incubacion, las células se
lavaron con tampon (20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, 1 mg/ml de BSA, 5 mM de CaCl,) para eliminar el anticuerpo
no unido y se afiadié (10 pg/ml) un anticuerpo monoclonal anti-FVIII ficoeritrina-Cy7 (PE-Cy7). Después de 30 min de
incubacion, las células se lavaron con tampoén y las muestras se analizaron en un citdmetro de flujo BD LSRFortessa™
con los detectores de dispersion trasero y lateral en el modo log (se analizaron al menos 5.000 eventos por muestra).
Las dosis de AP3-N8 de ~ 0,025-51,2 nM (25,6 nM para MZ1) se analizaron para valorar dependencia de la dosis de la
union. Tres donantes se evaluaron en experimentos individuales para AP3-N8 2097 y un donante para el constructo
MZ1. La especificidad de la unidon a AP3-N8 se evalué afiadiendo exceso de AP3-LC-HC scFV-FLAG no marcado (SEC
ID n° 21) a las muestras (hasta exceso de 50 veces). Asi, los datos muestran unién especifica de AP3 de los
constructos al receptor de GPlIb/Illa en las plaquetas. Experimentos que utilizan un constructo AP3-N8 similar, donde la
fraccion N8 estaba directamente marcada con verde Oregén dieron resultados comparables, soportando enlace
especifico del constructo AP3-N8 a las plaquetas (n = 5).

[0242] La interiorizacion del AP3-N8 se puede evaluar primero mediante la incubaciéon de plaguetas con AP3-N8
marcado de manera fluorescente y medicién de la fluorescencia por citometria de flujo y afiadiendo luego un anticuerpo,
que aplaca la sefal del AP3-N8 enlazado de superficie (es decir, no interiorizado). Al reanalizar las muestras por
citometria de flujo, solo se detectara el AP3-N8 interiorizado.

Ejemplo 44
Prueba de efecto antiagregante de F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (SEC ID n° 39) en plaquetas

[0243] El efecto antiagregante posible de F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (SEC ID n° 39) se midié6 mediante el control del
cambio en la transmisién de luz a través de una suspension de plaquetas aisladas. Este método fue descrito en primer
lugar esencialmente por Gustav von Born en los afios 60 (Born, Nature, 194:927-29 1962) y hoy es uno de los métodos
mas usados para la evaluacién de la funcién de las plaquetas. En resumen, el método mide la capacidad de la luz para
pasar a través de una suspension de plaquetas. Esta suspension de plaguetas pueden ser plasma rico en plaquetas o
plaquetas aisladas. Tras la activacion, la GPIIb/Illa cambia su conformacion a un estado de alto enlace fibrinogeno y, en
presencia de fibrindgeno, las plaquetas comenzaran a formar agregados. Esto se registra como un aumento en la
transmision de luz, ya que mas luz atravesara una prueba con pocos agregados grandes que con muchas plaquetas
individuales. El efecto inhibidor de un anticuerpo se examina generalmente por la capacidad del anticuerpo para reducir
la respuesta agregatoria de plaquetas a un activador (p. ej. ADP o trombina) medida, por ejemplo, por cambio en la
transmision de luz (Coller et al. JCI 72(1):325-38, 1983).

[0244] EI término "plaquetas humanas aisladas", en este ejemplo, se refiere a plaquetas derivadas de la sangre total
humana mantenidas en un tampoén isotonico. Las plaquetas se aislaron de sangre humana de venas humanas
heparinizada de voluntarios sanos que se mezclé con solucién de acido-citrato-dextrosa (ACD) (6:1 v/v) que contenia 85
mM de Na-citrato, 71 mM de &cido citrico y 111 mM de glucosa. La sangre se centrifugd a 220g durante 20 minutos para
obtener plasma rico en plaquetas (PRP). Se afadié acido acetilsalicilico (100 uM) y apirasa 0,5 U/ml para evitar la
activacion de las plaquetas por eicosanoides y nucleétidos de adenina durante el proceso de preparacion. Las plaquetas
en el PRP se centrifugaron durante 20 minutos a 480g y el sobrenadante se elimind. Las plaquetas se suspendieron
suavemente en la solucién de Hepes libre de calcio (pH 7,4) compuesta de 145 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de
MgS0O4, 10 mM de glucosa, 10 mM de Hepes y 1 U/ml de apirasa. Las suspensiones de plaquetas se mantuvieron en
tubos plasticos a temperatura ambiente y [Ca2+] se ajustd a 1 mM vy la temperatura se ajusté a 37°C en cada
experimento.
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[0245] Las muestras de plaquetas se mantuvieron en cubetas de vidrio siliconizado con agitacion continua (1200 r.p.m.),
a 37°C, mientras se media la transmision de luz utilizando el instrumento Platelet Aggregation Profiler® (PAP)-8E
(Bio/Data Corporation, Horsham, PA). Las muestras se incubaron con F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (SEC ID n° 39) (30
nM), AP3-LC- HC scFV-FLAG (SEC ID n° 21) (30 nM) o abciximab (ReoPro®) (30 nM) durante 3 minutos antes de ser
activadas con un péptido activador del receptor-1 activado por proteasa (PAR-1) (secuencia de aminoacidos SFLLRN)
(10 yM). Los resultados no muestran ninguna diferencia significativa en la agregacion plaquetaria en plaquetas tratadas
con AP3-N8 en comparacion con el control (Tabla 7). Ademas, AP3-LC-HC scFV-FLAG se evalu6 para propiedades
antiagregantes a 30 nM sin mostrar ningun indicio de efecto inhibidor. No obstante, el abciximab antiagregante
(ReoPro®) (30 nM) inhibio la agregacion plaquetaria eficazmente en casi 40 % en plaquetas activadas SFLLRN (tabla
7). La diferencia entre F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 y ReoPro® con respecto a la inhibicidon de agregacion plaquetaria
fue incluso mas pronunciada cuando aumentd la concentracion. La figura 2 muestra la agregacion plaquetaria al usar
F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (100 nM) o ReoPro® (100 nM). Esta concentracién mas alta produce una inhibicion
aumentada con ReoPro® mientras que la concentracion aumentada de F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 no influye en la
agregacion plaquetaria.

Tabla 7. Agregacion plaquetaria

F8-500 AP3-LC-HC scFV-Aa3 (30 nM) | AP3-LC-HC scFV-FLAG (30 nM) | ReoPro® (30 nM) | Control
86,0215,8 95,09+3,5 60,72+22,1 100
Datos mostrados como % de control (SFLLRN 10 uM) £SD y n=3 en todos los grupos.

Ejemplo 45
Preparacion y uso de una cepa de ratén con un receptor IgB3 humanizado

[0246] Un vector que contiene el ADNc humano ITGB3 {de exdn 2 (G26) a ex6n 15 (incluyendo 3'UTR parcial de ADNc
proporcionado) } se crea genéticamente por insercion del intron 5 ITGB3 (647 pares de bases) entre las secuencias que
corresponden a exones humanos 5 y 6. Una cassette de parada transcripcional se inserta inmediatamente debajo de la
3'UTR humana parcial. El ADNc humano ITGB3 creado genéticamente se inserta a su posicion correspondiente en el
exon de ratén 1. Para optimizar el procesamiento de la proteina humana ITGB3 en las células de ratén, el alelo
humanizado expresara una proteina de fusion entre el péptido sefial de raton ltgh3 (codificado dentro del exén 1) y la
proteina madura humana ITGB3. El marcador de seleccion (Puro) esta flanqueado por los sitios F3 e insertado abajo de
la 3'UTR humana ITGB3. Alelo humanizado después de la eliminacién mediada por FLP del marcador de seleccion. La
proteina humana ltgb3 sera expresada bajo el control del promotor de raton ligb3. La insercion del ADNc humano
ITGB3 creado genéticamente, incluyendo su region 3'UTR, en el exén de raton 1 deberia llevar a la inactivacion del gen
de ratdn ltgb3. La secuencia confirmada del vector dirigido final se muestra en la Figura 3.

Generacion de células dirigidas heterocigotas C57BL/6 ES

[0247] La linea celular C57BL/6N ES se cultiva en una capa alimentadora inactivada mitéticamente compuesta por
fibroblastos embrionarios de ratéon en medio alto en glucosa DMEM que contiene 20% de FBS y 1200 u/mL de Factor
inhibidor de leucemia. 1x10” de células y 30 pg de vector de ADN linealizado se someten a electroporacion a 240 V y
500 pF. La seleccién del clon se basa en la seleccion de puromicina (1 pg/mL) iniciada en d2 y la contraseleccion con
Gancyclovir (2 yM) iniciado en d5 después de la electroporacion. Los clones ES se aislan en d8 y se analizan por
transferencia de Southern después de la expansion.

Generacion de animales heterocigotos:

[0248] Después de la administracion de hormonas, hembras superovuladas Balb/c se aparean con machos Balb/c. Se
aislan los blastocistos del utero en 3,5 dpc. Para la microinyeccion, los blastocistos se colocan en una gota de DMEM
con 15% de FCS bajo aceite mineral. Una pipeta de microinyeccion piezo-accionada de punta plana con un diametro
interno de 12-15 micrémetros se usa para inyectar 10-15 células dirigidas C57BL/6 N.tac ES en cada blastocisto.
Después de la recuperacion, 8 blastocistos inyectados se transfieren a cada cuerno uterino de hembras NMRI
pseudoprefiadas de 2,5 dias post coitum. El quimerismo se mide en quimeras (GO) por aportacién de color de
revestimiento de las células ES al huésped Balb/c (negro/blanco). Los ratones altamente quiméricos se crian para las
hembras de la cepa C57BL/6. La transmision de la linea germinal se identifico por la presencia de descendencia (g1) de
la cepa C57BL/6, negra.

Generacién de animales homocigéticos

[0249] La descendencia G1 se propag6 bien por cultivo de ratones heterocigotos, bien por fecundacion in vitro. De los
intentos iniciales de apareamiento y FIV, las distribuciones genotipicas se determinaron como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Genotipificacion de ratones GPlllb humanizados.

Genotipo FIV Apareamiento
itgB3 humano | Machos | Hembras

Homocigoto | ninguno [ninguno |3

Heteroigoto 10 12 7

Tipo salvaje |8 11 4

Ejemplo 46
Farmacocinética de proteinas de fusion dirigidas a GPllla en los ratones transgénicos GPllla

[0250] El anticuerpo AP3 se enlaza al receptor de GPlIb/llla humana (integrina all?3) en las plaquetas, pero no
reconoce la GPIIb/llla murina, evitando el uso de ratones de tipo salvaje para analisis farmacocinético (PK). El perfil PK
de un conjugado o fusién de AP3-FVIII se puede analizar en ratones transgénicos que expresan GPllla humana (criados
en Taconic M&B), que se asocia con GPllb murina permitiendo la unién de AP3 al receptor. Los ratones transgénicos de
GPllla recibiran una unica inyeccion i.v. de fusién o conjugado de AP3-FVIIl y se recogera la sangre del plexo periorbital
en puntos temporales hasta 288 horas después de la inyeccion. Se recogeran aproximadamente tres muestras de cada
raton durante el estudio y se recogeran 2-4 muestras en cada punto temporal. La sangre se estabiliza y se diluye en el
tampon apropiado. La fusion o conjugado de AP3-FVIII inyectado (libre y/o ligado a placa) se puede cuantificar mediante
ELISA o citometria de flujo usando bien anticuerpos contra N8, bien directamente fusion o conjugado AP3-FVIII
marcado.

Ejemplo 47
Duracion del efecto de las proteinas de fusion dirigidas a GPllla en los ratones transgénicos de GPllla

[0251] Para evaluar la eficacia y la duracion de la accion del efecto de una proteina de fusion dirigida a GPllla en un
modelo de enfermedad animal, se genera una cepa de ratén con un receptor humanizado IgB3. La cepa de raton
generada se puede cruzar con otras cepas de ratones (transgénicos), esto incluye, pero de forma no limitativa, ratones
que carecen del Factor VIl o IX de coagulacion. Los ratones se pueden criar por apareamiento natural o usando
transferencia FIV (p. ej., G.Vergara Theri-ogenology 1997; 47, 1245-1252). Alternativamente, las plaquetas
humanizadas se pueden transferir a otros ratones por medio de trasplante de médula ésea. Las células de médula ésea
se aislan de los ratones humanizados por ejemplo por el método descrito en Shi et al. (Blood. 2008; 112, 2713-2721) y
se inyectan en ratones receptores preparados apropiados, es decir, ratones carentes de Factor VIl o IX. La eficacia se
puede evaluar en los modelos de animales anteriormente mencionados midiendo la capacidad para reducir el sangrado
en una prueba de sangrado de cola (Holmberg et al., J Thromb Haemost 2009; 7: 1517-22) o la capacidad para formar
un coagulo en el modelo de lesion FeCl3 (Moller & Tranholm, Haemophilia 2010; 16, e216-e222). La duracién de la
accion se puede evaluar mediante la eficacia del medicamento después de prolongado en los modelos anteriormente
mencionados.

Listado de secuencias
[0252]

<110> Novo Nordisk A/S

<120> Entrega dirigida de proteinas de Factor VIl a plaquetas
<130> 8044.504-WO

<160> 42

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 2351

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>
1

56



Cya

Trp

Fhe

Tyx

&5

Ala

Ala

Hig

wlu

A=p

14%

Lys

Ty

Gln

Fhe

Fre

50

Lya

Lya

Glu

Pro

2ly

120

Lys

Zla

Lenu

Il

Ser

Tyr

35

Fro

Lys

Pre

val

Yal

1158

Ala

Val

Asn

Ser

Glu

Ala

24

Mat

Aryg

Thr

Tyr

100

Ser

Glu

Pha

Ely

Hix
180

Lay

Thz

@ln

Val

Lau

Fro

ES

Asp

Zen

Tyr

Pre

Pro

145

Vsl

Ser

Arg

Sar

Fro

Phe

70

Pro

Bis

Asp

aly

150

et

Asp

Thre

Agp

Lys

55

el

TIp

val

Azp
135

aly

Ala

Cys

Tyr

Lan

440

Ser

31un

val

Val

120

Gin

Sar

Sar

Val

ES 2427627 T3

Phe

Tyr

25

Ely

Ph=

Pha

Gly

Ila

105

Gly

Thr

Hia

ASp

Lyx
1858

Pl

10

Leu

dlu

Fro

Thr

Leu

20

Thr

Yal

S8ar

Thr

Fre
179

Asp

Leauy

Gly

Lau

Phe

Agp
75

Swr

Gln

Tyr

153

Lsu

Iau

57

Oys

Ala

rre

Asn

&0

Hig

=ly

Lys

Tyx

Arg

1440

Val

Cys

Arn

Leu

val

Val

45

Thr

Igu

Fro

Trp

Ll

Glu

30

Aep

Ber

Fha

Thr

Mat

110

Lyx

Lya

Gln

Thz

Gly
1399

Arg

pr 1 |

Ala

Yal

Agn

Ile

Ala

Ala

3lua

Val

Tyr
175

Pha

Sar

val

i

BC

Fln

Ber

Sar

Asp

Lau

160

Ser

Ile



ES 2427627 T3

Gly Ala leu Leu Val Cys Arg Glu Gly Ser Lgu Alg Lyd Glu Lys Thr
19% 200 203

Gln Thr Lei Hig Lys Fhe Ile Len Is4u FPhe hla Val Fhe Asp Glu Gly
210 2i5 220

Lye Ser Trp His Ser Glu Thr Lys Aosn Sar Lia Met Gln Asxp Aryg Rap
225 230 235 240

Ala Ala Ser Ala Arg Ala Trp Pro Lys Mzt Hia Thr Val Aan Gly Tyr
245 280 2As

Val Azn Azg Sar Leu Pro Gly Leu Ile Gly Cyo Hig Arg Lys Ser Val
260 265 270

Tyr Trp Hix Val Ile Gly Met Gly Thr Thr Pro Glu Val Hiz Ser Ile
275 2EQ 285

Phe Leu 2lu Gly Hia Thr Pha Leu Val Arg Asn Hig Arqg Gln Ala Sar
290 285 300

Léu Glu Ile Sar Fro Ils Thr Phe Law Thr Als Gln Thr Leu Leu Met
305 310 31% 320

Azp Lewu Ely Gln Phe Leu Len Phe Cys His Ila Ser Ber His Gln His
225 220 338

Agp Gly Met Glu Ala Tyr Yal Lys Val Asp 3=r Cys Pro Glu Glu Pro
40 245 asn

Gln Iau Arg Met Lye Aszn Asn Glu Glu Ala dlu Asp Tyr Asp Asp Aap
385 340 365

Lau Thr Axp HSar lu Met Asp Val Val Arg Phe Azp Asp Aap Asn Ser
g 378 380

¥ro Ser Phe Ile @Gln Ile Arg Ser Yel Ala Lya Lys His Pre Lys Thr
3ss 280 395 400

Trp ¥al His Tyr Ila Ala Ala Glu Glu Giu Asp Trp Asp Tyr Ala Pro
a05 4109 415

Leu Val Leu Ala Pro Asp Asp Arg Ser Tyr Lya Ber Gln Tyr Leu Ash
420 425 430

Asn @1y Pre Gln Ayg Ile Gly Arg Lys Tyr Lys Lya Val Arg Pha Mat
435 440 445
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855 970 978

Ser B¢r Trp Gly Lya Asn Val Ber Ser Thr %lu Ser Gly Rrg Leu Fhe
L} 14 938 930

Lys 31y Lys Arg Ala Hisz 8ly Pre Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Als
9495 1040 1q05

Leéu Fhe Lyd Val Sar Il Ear Liéu Leu Lyx Thr Agsn Lys Thr Sar
1010 1015 loz2co

kan Aan Ber Ala Thr Asn Azxg Lya Thr His lle Asp dly Fro Ser
1025 1030 10358

Lgu Lyu Ile Glu Asn Sr Pre Sar Vel Trp Gln 2sn Ile Lew Gli
1040 1045 1050

S¢r Asp Thr Glu Phe Lys Lys Val Thr Pro lLau Il= His Aap Arg
1055 1040 1065

Mat Lay Mot Agp Lys Asn Ala Thr Ala Leu Arng Lem Asn Hia Met
1070 1075 1080

Sar Ran Lya Thr Thr Ser fer Lye Aen Met @lu Met Val Sln Gln
1085 1090 1085

Lys Lys 4lu @ly Fro Ila Proe Fro Rap Ala Gla Asn Fro Azp Mak
1144 1102 1116

Ber Phe Pha Lys Met Leu Phae ILeu Fre Glu Ser Ala Aryg Trp Ila
1115 1120 1125

Gln Arg Thr His Gly Lys Asn Ser Leu Asn Ser Gly Gln &ly Pro
11350 1135 1140

Ber Pro Lys din Leu Yal Ber Leu Gly Pre Glu Lyas Ser Val Sla
1145 1154 1155

Gly Gln Asn Fhe Leu Ser Glu Lz Ash Lye Yal val val 3ly Lya
11£4Q 1l&8 1170

Gly Glu Pha The Lys Asp Val Gly Leu Ly? Glu Meat Yal Fhe Pro
1175 1120 1185

Ser Ser Aprg Ash Leu Pha Leu Thr Astt Leou Rep Asn Lau His d@lu
1130 1195 1290

Aar. Ain Thr His 2sn Gln Glu Lyx Lys Ile Gln Slu Glu Ile Glu
1205 1210 1215
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Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Frs Tyr lle Arg
1k gao £S5

Alp Glu Val Glu Rap Asn Ile Met Vel Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser
sQu 905 510

Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Sar Ser Leu Ile Ber Tyr Glu Glu Asp Gln
515% 820 D25

Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Fhe Val Lya Pre Asn Gla Thr
820 $35 940

Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val dln His His Met hle Fro Thr Lya Asp
945 50 CLT 260

Glu Phe Aap Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe 3er Asp Val Asp Leu Glu
1.1 570 975

Lya Asp Val Hiag Ber Gly Leu Ilg Gly Pre Leu Leu Val Cys Hig The
280 98% 250

Ann Thr Len Asn Pro Ala His Gly &Arng éln Val Thr Val GIn Z1lu Phe
P98 1000 1005

Ala Leu FPhe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Iyr Phe
1210 1018 1020

Thr Glu Agn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pre Cya BRsn Ile Glo
1028 1030 10as

et Glu Asp Pre Thr Fhe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe Hiz Rla Ile
10440 1945 1030

Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Lau Pro Gly Leu Val Mzt Ala Gln
1055 1060 i065

Aop Glon Arg Ile Axg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser hsn Glu
1G7Q 1075 1080

Asn Ila His B Ile His Fhe Saz @ly Hig Val Pha The Val Arg
1085 1080 1085

Lye Lys &lu Gl Tyr Lys Met Ala Leu Tyr han Leac Tyr Preo Gly
1100 1143 1110

Vel Phe Glu Thr Vval Glu Mzt Leu Pra Sar Lys Ala Gly Ile Tep
1115 1120 11258
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Thr Met Lye¢ Val Thr Gly ¥zl Thr Thr zln 3ly val Lys Ser Leu
1270 1375 1380

Lag Thr Ser Met Tyr Val Lyg Glu Phe Leu Ilm Ser Ser Ser Gln
1248 1320 1335

Agp Gly Hia Gln Trp Thr lLeu Fhe Fhae €ln Asn Gly Lys Vel Lys
1400 1405 1410

Val Phe Gln Gly Asn Gln Azp  Ser Phe Thr Fre Val Val Azn Ser
1415 1420 1425

Leu Aap Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Fre Gln
1430 1425 14440

Sgr Trp Val Hig Gln Ile Ala ILeu Arg Met Glu Val Leu Gly Cys
1445 1450 14358

Glu Ala 4dln Asp Lau Tyr
1460

<210> 4

<211> 21

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400>

4

Ser Phae Ser Gln Agn Sgr Arxg Hig Fro Sar Glh Rsn Pro Pro Val Leu
1 5 10 15

Lye AXrg His Gln Arg
20

<210>5

<211> 28

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Enlazador del dominio B de FVIII marcado con HIS

<400>

5

Ber Pha Ser GIn RAsn Ser Aprg His Fro S22 Hig Hig His His His His
1 B 10 15

Ser Qln Asn Preo Fro Val Leu Lys Arg His Gln Axg
20 25

<210> 6

<211>28

<212> PRT

<213> artificial

<220>
80
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<223> Enlazador del dominio B de FVIII marcado con HIS

<400>

6

Ser Phe Sear Gln Asn Ser Arg His Pro Ser Ris His His Hig Hig Hig
1 5 10 15

Sgr Gln Asp Pro Pro Val Leu Lys Avg His Gln Arg

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

20 25

<210>7
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcacgca gagt

<210> 8
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210>9
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9
gctctagact aacactcatt cctgttgaag ctcttg

<210> 10
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcacgca gagt

<210> 11
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
ctaatacgac tcactatagg gc 22

36

81

44

44
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<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
acacacgtga de gtctaccaca ¢ 21

<210> 13
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
gactttttgt atgaattcct caccatgagg tgc 33

<210> 14
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
caacacttac ttgtcctggt tcctgcag 28

<210> 15
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ctgcaggaac caggacaagt aagtgttg 28

<210> 16
<211> 444
<212> PRT

<213> mus musculus

<400>

1681ln val Glan Leu Gln 3ln Sar Gly Als Glu Leu Vsl Arg Pro Gly Thr
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<400> 19
caacacttac ttgtcctggt tcctgcag

<210> 20
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial
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Met Ser XAfn Leu Ala Ser Gly ¥Val Pro Agp Aryg Phe Ser Gly S=r Gly
620 g28 Bag

Sar dly Thr Ala Phw Thr Leu Arg Ile Ser Arg Val Glu Ala @lu Asp
835 B4D B4E

Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Sln His Leu &le Tyr Rre Phe Thr Phe
850 835 2n0

Gly Ser Gly Thr Lys Lew Glu Ile Lyz Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1) g70 873 aed

Gly Gly Gly Ser 3ly Gly Sly Gly Ser Gln Val S8ln Le=u Gln Fln Ser
565 8390 B55

Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Thr Ser Val Lys Ile Bez Cys Lys
s0o 205 Bl0

Ala Ser Gly Tyr Thr Fhe Thr Asn Tyr Trp Leu Oly Trp Val Lys Gln
215 224 225

Arg Fro Gly His Gly Leu #lu Trp Ile Gly asp Ile TIyr Pro Gly Gly
§30 P35 #40

Gly Tyr Asn Lys Tyr Asn Glu Asn Phe Lya Gly Lys Ala Thr Lew Thr
945 950 855 -] 1]

Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Lew Ser Ser Lew Thr
365 973 275

Ser Glu Asp Ser Ala WVal Tyr Fhe Cys Ala arg Glu Tyr Gly Asn Tyr
280 583 890

Aep Tyr Ala Met Asp Ser Tep Gly Gln Giy Thr S2r Val Thr Vil Sex
295 1¢090 1005

Ser Gln Ser Fro Arg Zgxr Pha 4ln Lys Lys Thr Arg Hiz Tyr Phe
1014 1015 1020

Ile Ala Ala ¥al dlu Arg Leu Trp Aszp Tyr Gly Mat Ser Seor Ser
1025 1030 1035

Fro Hix Vil Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ber Gly Ser Val Pre Eln
1049 1045 10E0

Fhe Ly= Lys Vsl Val Phe Gln &Glu Phe Thr Asp Gly Ser Fhe Thr
10858 1060 1065
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Gln Pro Leg Tyr Arg Gly Slu Ieu Asn Glu iz Leu Gly Lau Lau
1070 1075 19890

Gly Pre Tyr Ile Arg Ala Glu Vel 3lu Asp AsSh Ile Met Yal Thr
108s 10350 1095

Phe Arg 2an Sln Ala S3sr Arg Proe Tyr 3er Pha Tyr Szr Sar lau
11040 1105 1110

Ila Sex Tyr Glu Glu Asp G1ln Arg Gln Gly Ada 5lu Pre Arg Lys
1115 1rzd 1125

konn Phe WVal Lya Pro Aoh Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val
1134 1135 1144

Gln Hiz His Mat Als Pro Thr Lys Aep Glu Phe Rsp Cys Lya Ale
1145 1150 1155

Trp Ala Tyr Phs Sar Azsp Val Asp Leu Glu Lys As Val Hia Sar

P
1180 1ia8 1170

Gly Lmu Ile Gly Pro Lau Leu Val Cys His Thr Ran Thr Leu Ast
1175 11ED 118%

Pro Ala Hix Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Als Lau FPha
1180 il9s lagg

Pha Thr Ils Pha Asp Glu Thr Lys Eer Trp Tyr Fhe Thr Slu Asn
1205 1210 1215

Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Agn Il Gln Mat 4Glu Asp
122Q 1248 1239

Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile 2Asn Gly Tyr
1235 1240 12438

Ile Mzt Asp Thr Lew Pre Gly Leu Val Met Ala Gln Asp Gln Arg
1280 1288 1260

Ila Arg Ty Tyr Leu Leu Ser Met 3ly Ser Asn Glu 2on Ile Hia
1285 12740 1275

Ber Ils Hix Phe Sar Gly Eis Val Phe Thr Val Arg Lys Lyz Clu
1230 12585 1299

Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pra Gly Val Phe Glu
1235 1300 1305

Thr ¥al &1u Met Lauw Pro Ber Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu
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Ila Gl Ile Ara Sex Vil Ala Lys Lys Hie Pro Lys Thr Tep Val His
370 375 380

Tyr Il# Ala hla Glu Glu Glu Asp Trp Asp Tyr Alz Pre Leu Val Leu
3% 350 3385 4040

Ala Pre Agp Astp Rrg S¢r Tyr Lys Ser Gln Tyr Leuw Asn Asn Gly Pro
405 410 415

Gln Arg Ile Gly Arg Lys Tyr Lys Lys Val Arg Phe Met Ala Tyx Thr
420 425 424

AEp Glu Thr Phae Lys Thr Arg 31lu Ala Ile Gln Hie Glu Ser Gly Ile
4139 440 445

Leu Gly Pre Leu Leu Tyr 81y Glu Val G8ly Rsp The Leu Leu Ile Ile
450 455 460

Pha Lys Ast Glr Ala Z2sxr Rxg FPze Tyr Asn Ile Tyr Pro His Gly Ile
46% 470 475 48Q

Thr Asp Val Arg Prc Leu Tyr Ser Arg Arg Leu Fro Lys Gly val Lys
435 480 435

His Len Lys Asp Phe Pr= Ile Leu Pro Sly Glu Ile Bhe' Lya Tyr Lysz
500 505 510

Trp Thr Val Thr ¥al Glu Asp Gly Fro Thr Lya Ser Rep Fro Avg Cyx
Bl5 520 525

Leu Thr Arg Tyr Tyr Ser S2r Phe Val Asn Met Glu Arg Asp Leau Ala
530 538 =490

Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Lau Ile Cys Tyr Lys Glu Sexr Val hep
S48 550 555 50

Gln Arg Gly Asn Gln Ile Met Set Rap Lyg Arg Agh Val Ile Leu Fhe
588 570 575

Jer Val Phe Asp Glu Asn Aryg S2ar Tep Tyr Leu Thr &lu Aen I[le Gln
5840 585 550

Arg Pha Leu Fro Asn Pre Ala Gly Val Gla Leu Slu Aszp Pro 3lu Phe
595 €00 &0k

Gln Ala Z2&r Axn Ile Mat Hisg Ser Il= Asan Gly Tyr Val Phe Rop Sar
610 E15 &20
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Sar Gly Gly Gly Gly Sar Gly Gly Gly Gly Seor Gly SGly 4ly Gly Sar
ags as0 g33

hap Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Pre Ser Val Pre Val Thr Pro Oly
adg 908 810

Glu Ser Val Ser Ila Ser Cys Arg Ser Sar Arg Ser Lzu Lau His Ser
®15 220 925

Arn Gly Agn Thr Tyr Leu Cyz Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
830 235 540

Pre Glon Lau Lan Ile Tyr Arg Net Ser Asn Lau Ala Sar Gly Val Fre
345 850 955 ]

Asp Ary Fhe Bar Gly Sexr Gly Sar Gly Thr Alw Phe Thr Lau Axg Ilas
965 o 575

Ser Aeg Val @lu Adla @lu Aup Yal dly Val Tyr Tyr Cys Met GEln His
9a0 e85 390

Leu Glu Tyx Pro Phe The Fhe dly Ser dly Thr Lys Led 4Elu Ils Lys
595 1060 1008

Arg Gln BSkr Proc Rry Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg His Tyr Phe
1019 1915 1020

Ile Ala Ala Val Clu Aryg léd Trp Asp Tyr Cly et Sar Sexr Eer
1025 1030 10258

Fre His val Leu A:glnsn Arg Ala Gin Ser Gly Ser Wval Pro Gln
10440 1048 1430

Phe Lys Lys Val Val Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly 8er Phe Thz
1055 108D 048

Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leuw Asn Glu Hia Lew &ly Lew Leo
1¢7¢ 1¢7s 1¢sq

Gly Pro Tyr Ile Arg Alz Glu WVal Slu Asp Aesn Ile Met Val Thr

1085 1980 1085
Pha Rrg Agn Gln Ala Ser Rzrg Pre Tyr Ser Phe Tyr Sar Sex Liu
1140 1105 1114

Ile Szr Tyr Glu Glu Asp Gin Arg Glo Gly Ala Glu Prs Arg Lys
1115 11240 1135
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Hig Ber Glu Thr Lys Agn Sar Leu Mat Gln Asp Arxrg Rep Ala Ala Ser
210 215 220

Alg Arg Ala Trp Pro Ly® Met His Thz Val Asn Gly Tyr Val Asn Arg
2238 230 238 240

Bar Leu Pro Gly Leu Ile Gly Cya His Arg Lya Sar Val Tyr Tep His
245 230 255

Wal Ile Gly Mat Gly Thr Thr Pre Glu Val Hia Ser Ila Fhe Leu Glu
250 255 270

Gly His Thr Phe Leu val Arg Asn His Arg Gln Als Sar Lau Glo Ile
275 280 283

Ser Pro Ile Thr Phe Leu Thr Ala Gin Thr Leu Leu Met Asp Leu Gly
£2590 235 300

Glh Fhe Lau Leu Fha Cyg Hig Ile Ser Ser Hiz Gln Hig Asp Gly Mast
ins 310 315 320

Glu Ala Tyr Val Lys Val Asp Ser Cys Proc Glu Glu Pro Gln Len Arg
325 330 33E

Mzt Lys Asn Aan Glu 3lu Ala Glu Aesp Tyr Asp Asp Aep Leu Thr Asp
240 248 %0

Ser Glu Met Azp Val Val Arg Phe hop Aap Asp Asn Ser Fro Ser Phae
355 3&0 365

Ila Gln Ile Arg Ser Val Ala Lys Lya Mis Pro Lyas Thr Trp Val Mis
270 aTs 389q

Tyr Ile als Ala G5lu Glu Glu Asp Trp Asp Tyr Ala Pro Leu Val Leu
-1 ] 3s0 3985 400

Ala Bre Asp Azp Arg Ser Tyr Lys Ser Gln Tyxr Leu Agn Agn Gly Pro
405 410 415

Eln Arg Ile 8ly Arg Lys Tyr Lys lya Val Arg Fhe Met Ala Tyr Thr
429 425 420

Azp Glu Thr Phe Lyz Thr Arg Glu Ala Ils Glo Hig Glu Sar Gly Ilms
435 440 445

Leu Gly FPro Leu Leu Tyr &ly Glu Val Gly Asp Thr Leu Leu Ile Ila
450 455 460
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Ser Val The Val Sar Ser Sar §ln Age Pre Pro Val Iau Lyvs Arg His
995 10404 lg0s

Gln Arg Glu Ile Thr Arg Thr Thr Leu Glo Ser Asp Gln Glu Glu
1010 14013 1020

Ile Zmp Tyr hap Asp Thr Ile Ser Val Glu Met Lys Lyz Glu Asp
1oas 1020 1035

Phe Asp Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Fro Arg Sar Fhe
1040 1048 1080

Gl Lys Lys Thr Arg Hia Tyr Pha Ile Ala Ala Val Glu Arg Leu
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1070 1075 1080

Algr Gln EHer Gly Ser Val Fro Gln Phe Lys Lys Val WVal Phe Gln
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11158 1120 11258

Val Glu Rep Aan Ile Mot Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg
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The Lyx Thr Tyr Pha Trp Lys Vel &lo Bis Hig Met BAla Pro Thr
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Asp Leu @lu Lys Asp Val His Ger Gly Leu Ile Gly Proe Leu Leu
1205 1219 1z15

Val Cys Hia Thr Asn Thr Leu Ash Preo Ala His Gly BArg Gln Val
1220 1225 1220
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REIVINDICACIONES
1. Molécula de FVIII que incluye una secuencia de aminoacidos que es al menos 95% idéntica a la parte madura de una
secuencia de aminoacidos seleccionada de la lista que consiste en SEC ID n°: 1 y SEC ID n° 3, esta molécula esta
fijada de manera covalente a una molécula especifica de las plaquetas, donde dicha molécula especifica de las
plaquetas es un anticuerpo GPIIb/llla que no inhibe la agregacion plaquetaria.
2. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 1, donde dicha molécula tiene una capacidad reducida de enlace al vWF.

3. Molécula de FVIII segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la molécula es una proteina de fusion.

4. Molécula de FVIII segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde el anticuerpo GPIIb/llla que no inhibe la
agregacion plaquetaria esta fijado de manera covalente al FVIII via un enlazador.

5. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 4, donde el enlazador comprende un glicano N-enlazado o un glicano O-
enlazado sobre la molécula de FVIII.

6. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 5, donde el glicano esta colocado en el dominio B.

7. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 3, donde el anticuerpo GPIlIb/llla que no inhibe la agregacion plaquetaria
esta fusionado al dominio B de una molécula de Factor VIII con el dominio B truncado.

8. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 3, donde el dominio a3 de la molécula de FVIII esta sustituido por el
anticuerpo GPIlIb/llla que no inhibe la agregacion plaquetaria.

9. Molécula de FVIII segun la reivindicacion 6, donde la molécula de FVIII comprende la secuencia tal y como se
presenta en SEC ID n° 3, y donde el enlazador comprende un glicano O-enlazado colocado en el dominio B.

10. Acido nucleico que codifica una molécula de FVIII segin cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8.
11. Célula huésped que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 10.

12. Método para producir una molécula de FVIII, dicho método comprende la expresion del acido nucleico segun la
reivindicacion 10 en una célula huésped segun la reivindicacion 11.

13. Método para producir una molécula de FVIII segun cualquiera de las reivindicaciones 4, 5, 6 y 9, donde dicho
método comprende la conjugacion de la molécula de FVIII con el anticuerpo GPIIb/llla que no inhibe la agregacion
plaquetaria.

14. Composicién farmacéutica que comprende una molécula de FVIII segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

15. Molécula de FVIII segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso en un método para el tratamiento de la
hemofilia A.
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