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DESCRIPCION
Proteinas quiméricas del factor de coagulacion para el tratamiento de un trastorno hemostatico
Campo de la invencion

La invencion se refiere generalmente al campo de terapéuticos para trastornos hemostaticos. Mas especificamente,
la invencién se refiere a una proteina quimérica para el tratamiento de un trastorno hemostatico.

Antecedentes de lainvencién

Los trastornos hemostaticos se caracterizan por hemorragia incontrolada que resulta de la incapacidad o capacidad
reducida de formar coagulos de fibrina. Los trastornos hemostaticos pueden resultar de un defecto genético o
pueden adquirirse como resultado de una afeccion médica no relacionada (por ejemplo, quimioterapia de cancer y
relacionada, enfermedad autoinmune) (Kasper 2000, Hemophilia 6(Sup):13; Cohen et al. 1996, Baillere's Clinical
Hematology 9(2):331). Tipicamente, los trastornos hemostaticos resultan de la deficiencia de un factor de la
coagulacién sanguinea especifico. Los ejemplos clésicos de trastornos hemostéaticos incluyen hemofilia A, que
resulta de una deficiencia en el factor VIII; hemofilia B (Enfermedad de Navidad), que resulta de una deficiencia en el
factor 1X; y enfermedad de von Willebrand, que resulta en un defecto en el factor de von Willebrand. El factor de von
Willebrand circula en asociacién con el factor VIl y lo estabiliza. Media la adherencia de las plaquetas entre siy a
paredes de vasos sanguineos dafiadas. Ademas, los trastornos hemostaticos menos comunes incluyen deficiencia
en el factor Xl (deficiencia PTA), deficiencia en el factor XIl, asi como deficiencias o anormalidades estructurales en
fibrindgeno, protrombina, factor V, factor VII , factor X, o factor Xlll (Kasper 2000, Hemophilia 6(Sup):13).

Los factores de coagulacién actian en concierto unos con otros en una cascada de coagulacion que finalmente
resulta en la formaciéon de un coagulo de fibrina (Figura 1). Estos factores pueden existir en un estado quiescente
como una proenzima o zimdgeno o en un estado enzimatico activado cuando se estimulan para formar un coagulo.
La estimulacion de estos factores puede ocurrir por dos rutas distintas, la ruta intrinseca y la ruta extrinseca. La ruta
intrinseca se refiere a aquellas reacciones que dan lugar a la formacién de coagulos a través de la utilizacion de
factores presentes so6lo en el plasma. Por el contrario, la ruta extrinseca se refiere a aquellas reacciones que dan
lugar a la formacién de coagulos a partir de la liberacion de factor tisular unido a membrana después de la disrupcion
del endotelio de los vasos.

El factor VII participa en ambas rutas escindiendo el factor X en el factor Xa activado conjuntamente con factor
tisular en la ruta extrinseca o interaccionando con el factor IXa en la ruta intrinseca. El factor VII actla aguas abajo e
independientemente de los factores VIl y IX cuando actla a través de la ruta extrinseca, sorteando asi la necesidad
de estos factores de coagulacion. Por lo tanto, es un candidato terapéutico atractivo para tratar trastornos
hemostaticos, especialmente Hemofilia A y B. (Patente U.S. No. 6.310.183; WO 01/58935).

El factor VII es una proteina plasmatica dependiente de vitamina K sintetizada en el higado y secretada en la sangre
como una glicoproteina de cadena Unica con un peso molecular de 53 kDa (Broze et al. 1980, J. Biol. Chem.
255:1242). El zimdgeno de factor VII se convierte en una forma activada (FVIla) por escision proteolitica en un Unico
sitio, Arg152-lle153, resultando en dos cadenas, pesada (254 aminoacidos) y ligera (154 aminoacidos) unidas por un
Unico enlace disulfuro (Hagen et al. 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 83:2412). La forma activada del factor VII se
une a factor tisular, que entonces convierte el factor X en factor Xa. El factor Xa se requiere para convertir
protrombina en trombina, que convierte fibrinégeno en fibrina como una etapa final en la formacion de un coagulo de
fibrina.

El factor VII experimenta modificaciones posteriores a la traduccion, incluyendo la carboxilacion dependiente de
vitamina K que resulta en diez residuos de acido y-carboxiglutamico en la region N-terminal de la molécula. Otras
modificaciones posteriores a la traduccion incluyen unién de restos de azlcar en dos sitios de glicosilacion unidos
por N naturales en la posicion 145 y 322, respectivamente, y en dos sitios de glicosilacién unidos por O naturales en
la posicion 52 y 60, respectivamente (WO 01/58935).

La terapia tradicional para trastornos hemostéaticos requiere el reemplazo parenteral de factores de coagulacion
deficientes tales como factor VII, factor VIII o factor IX (véanse, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 6.310.183 y
4.784.950). El tratamiento implica frecuentemente tanto la administracion de factores de coagulacion para tratar
episodios hemorragicos agudos asi como la administracion de factores de coagulacion para impedir
profilacticamente la aparicion de episodios hemorragicos futuros. Se ha encontrado que la profilaxis reduce el riesgo
de desarrollar problemas en las articulaciones y artritis asociada con episodios hemorragicos frecuentes (Petrini
2001, Hemophilia 7:99; Fischer et al. 2002, Blood 99(7):2337).

Las terapias tradicionales, sin embargo, tienen muchos problemas asociados. Actualmente, los factores de
coagulacién deben administrarse parenteralmente con el fin de conseguir dosis efectivas ya que hasta la fecha los
métodos no invasivos no han tenido éxito en conseguir niveles terapéuticos. Los problemas asociados con la
administracion parenteral incluyen oclusion del sitio de inyeccién, dolor e infeccién. El uso de un catéter en linea
incrementa el riesgo de todos estos eventos. Los problemas especificos asociados con la administraciéon parenteral
de factores de coagulacion a infantes y nifios pequefios incluyen acceso venoso central. Ademas, la administracion
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parenteral de factores de coagulacion corre el riesgo de precipitar un episodio hemorragico. Estos problemas son
particularmente relevantes cuando el paciente esta siendo sometido a administracién profilactica regular de un factor
de la coagulacion.

Los factores de coagulacion tal como factor IX y factor VIII deben proporcionarse frecuentemente y en dosis altas lo
gue resulta en el desarrollo de anticuerpos inhibidores frente al factor de la coagulaciéon en un nimero significativo
de pacientes (véanse, por ejemplo, Nilsson 1992, Transfusion Medicine Review 6(4):285; Cohen et al. 1996,
Bailiere's Clinical Hematology 9(2):331).

Un aspecto de la presente descripcién proporciona un tratamiento mas efectivo y seguro para trastornos
hemostaticos. Otro aspecto de la presente descripcién proporciona una vida media sérica incrementada y
biodisponibilidad incrementada de los terapéuticos administrados a través de medios no invasivos para el
tratamiento de trastornos hemostaticos reduciendo de esta manera el riesgo de incurrir en un episodio hemorragico,
infeccion y oclusion del sitio de inyeccién asociados con la administracion parenteral. Otro aspecto de la presente
descripcién proporciona terapia para trastornos hemostéticos con riesgo reducido, comparado con las terapias
actuales, de desarrollar anticuerpos inhibidores frente al factor de la coagulacién. Otro aspecto més de la presente
descripcién proporciona un tratamiento profilactico de un trastorno hemostatico.

Los aspectos de la presente descripcion proporcionan una proteina quimérica comprendida por al menos un factor
de la coagulacion y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, en la que el factor de la
coagulacioén es capaz de estimular la coagulacion de la sangre y/o la formacion de coagulos de fibrina.

Las proteinas quiméricas que comprenden una parte Fc de una inmunoglobulina son conocidas (véanse, por
ejemplo, las Patentes U. S. Nos. 6.030.613, 6.086.875, 6.485.726, y la Solicitud PCT No. US/02/21335) y aunque se
han descrito previamente las proteinas quiméricas que comprenden factores de coagulacién mutantes sin actividad
de coagulacion, e inmunoglobulinas (WO 01/02439), no se han descrito proteinas quiméricas que comprenden un
factor de la coagulaciéon (es decir, que tienen actividad de coagulacién) y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina. Factor de la coagulacién como se define mas adelante y se usa en la presente
memoria se refiere a cualquier molécula con actividad de coagulacion.

Resumen de lainvencién

La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se refiere a una proteina quimérica mejorada para tratar
trastornos hemostéticos. La presente descripcién, incluyendo la presente invencion, proporciona una proteina
quimérica para tratar un trastorno hemostatico que puede administrarse parenteralmente o no invasivamente (por
ejemplo, mediante una ruta pulmonar, nasal, u oral). La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se
refiere asi a una proteina quimérica que comprende al menos un factor de la coagulaciéon y al menos una parte de
una region constante de inmunoglobulina.

La presente descripcion también se refiere a un método para tratar un trastorno hemostatico que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina quimérica que comprende al menos un factor de
la coagulacion y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina.

La presente descripcion también se refiere a un método para preparar una proteina quimérica que comprende al
menos un factor de la coagulacion y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina;
comprendiendo dicho método transfectar una célula con una construccion de ADN que comprende una primera
secuencia de ADN que codifica al menos un factor de la coagulacion unido de manera operativa a una segunda
secuencia de ADN que codifica al menos una parte de una inmunoglobulina; cultivar dicha célula en condiciones
tales que la proteina quimérica se expresa; y aislar dicha proteina quimérica de dicha célula.

La presente descripcion también se refiere a una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia que
codifica al menos un factor de la coagulacion y al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina.

La presente descripcion también se refiere a una construccion de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
ADN que codifica al menos un factor de la coagulacion y al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina.

Tomando como base la descripcion contenida en la presente memoria, la presente invencién proporciona una
proteina quimérica que comprende una primera cadena y una segunda cadena, en la que dicha primera cadena
comprende una regién constante de inmunoglobulina o parte de ésta, que es una pareja de unién del receptor de Fc
neonatal (FcRn), y un factor de la coagulacion, y en la que dicha segunda cadena comprende una regién constante
de inmunoglobulina o parte de ésta, que es una pareja de unidon de FcRn, sin un factor de la coagulacion.

La presente invencién también proporciona la proteina quimérica de la invencion, para uso en un método de
tratamiento, por ejemplo, para uso en el tratamiento de un trastorno hemostatico.

La presente invencion proporciona ademas una primera construccion de ADN y una segunda construccién de ADN
que conjuntamente codifican la proteina quimérica de la invencion, en la que la primera construccion de ADN
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codifica la primera cadena de dicha proteina quimérica y la segunda construccién de ADN codifica la segunda
cadena de dicha proteina quimérica. La presente invencion también proporciona un vector que comprende dicha
primera y segunda construcciones de ADN de la invencion, o un primer vector que codifica dicha primera
construccion de ADN y un segundo vector que codifica dicha segunda construccién de ADN.

La presente invencion proporciona ademas adicionalmente una célula huésped que comprende dicha primera y
segunda construcciones de ADN de la invencidon, o una célula huésped que comprende dicho vector o vectores de la
invencioén, asi como un método para preparar la proteina quimérica de la invencion, en el que el método comprende
cultivar una célula huésped de la invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina quimérica de
la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Auln mas, la presente invencion proporciona una proteina quimérica que tiene una parte monomérica y una parte
dimérica, en la que la parte dimérica comprende dos regiones constantes de inmunoglobulina o partes de éstas,
cada una de las cuales es una pareja de union del receptor Fc neonatal (FCRn), y la parte monomérica comprende
un factor de la coagulacion que esta unido a una de las dos regiones constantes de inmunoglobulina o partes de
éstas.

Los objetos y ventajas adicionales de la invencién se mostraran en parte en la descripciéon que sigue, y en parte
seran obvios a partir de la descripcién, o pueden aprenderse por la practica de la invencion. Los objetos y ventajas
de la invencion se descubriran y alcanzaran mediante los elementos y combinaciones destacados particularmente
en las reivindicaciones adjuntas.

Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la descripcion detallada siguiente son sélo
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invencion, segun se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un diagrama que muestra la ruta extrinseca e intrinseca de la cascada de la coagulacion.
La Figura 2 es un diagrama de las formas inactiva y activa del factor Vlla-Fc.

La Figura 3A es la secuencia de aminoacidos de una proteina quimérica que comprende el factor Vlla y un
fragmento Fc de una inmunoglobulina (SEQ ID NO:1).

La Figura 3B es la secuencia de aminoacidos de un fragmento Fc de una inmunoglobulina (SEQ ID NO:2).
La Figura 3C es la secuencia de 4cido nucleico de un fragmento Fc de una inmunoglobulina (SEQ ID NO:3).

La Figura 3D es la secuencia de acido nucleico de una proteina quimérica que comprende el factor Vila y un
fragmento Fc de una inmunoglobulina (SEQ ID NO:4).

La Figura 4 es un diagrama de resultados de un ensayo STA-CLOT que muestran que factor Vlla-Fc tiene actividad
de coagulacion significativa.

La Figura 5 es un diagrama que muestra que factor Vlla-Fc se une al receptor Fc neonatal humano soluble
(shFcRn).

La Figura 6 demuestra los niveles plasmaticos con el tiempo para factor Vlla-Fc administrado oralmente en ratas
neonatales.

La Figura 7 compara la captacion oral en ratas neonatales de hibridos mondémero/dimero Factor Vlla-Fc que
comprenden dos cadenas polipeptidicas, comprendiendo cada cadena al menos una parte de una region constante
de inmunoglobulina y en la que el factor VII esti unido sélo a una de las dos cadenas frente a homodimeros que
comprenden dos cadenas polipeptidicas en la que ambas cadenas comprenden al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina y ambas cadenas también comprenden el factor VII.

La Figura 8A demuestra los niveles plasmaticos con el tiempo de factor Vlla-Fc administrado intravenosamente a
minicerdos, en el que el factor Vlla-Fc es un hibrido monémero/dimero que comprende dos cadenas polipeptidicas,
comprendiendo cada cadena al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y en la que el factor
VIl esta unido sélo a una de las dos cadenas.

La Figura 8B demuestra actividad de coagulacién con el tiempo de factor Vlla-Fc administrado intravenosamente a
minicerdos, en el que el factor Vlla-Fc es un hibrido monémero/dimero que comprende dos cadenas polipeptidicas,
comprendiendo cada cadena al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina y en la que el factor
VII esta unido sélo a una de las dos cadenas.
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La Figura 9A es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica Factor IX-Fc. En la secuencia esta incluido el
péptido sefial (subrayado) que se escinde por la célula y el propéptido (en negrita) que es reconocido por la y
carboxilasa dependiente de vitamina K que modifica el Factor IX para conseguir actividad completa. La secuencia se
escinde posteriormente por PACE para rendir Factor IX-Fc.

La Figura 9B es la secuencia de acido nucleico de la proteina quimérica Factor IX-Fc. En la secuencia estéa incluido
el péptido sefial (subrayado) y el propéptido (en negrita) que es reconocido por la y carboxilasa dependiente de
vitamina K que modifica el Factor IX para conseguir actividad completa. La secuencia traducida se escinde
posteriormente por PACE para rendir Factor IX-Fc maduro.

Resumen de las secuencias

Seq ID | . L
NO Figura Descripcion
secuencia de aminoacidos de una proteina quimérica que comprende el factor VIIA y un
1 3A
fragmento FC de I1gG
2 3B secuencia de aminoacidos de un fragmento FC de IgG
3 3C secuencia de &cido nucleico correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2
4 3D secuencia de acido nucleico correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1

Descripcion de las realizaciones
A. Definiciones

Etiqueta de afinidad, tal y como se usa en la presente memoria, significa una molécula unida a una segunda
molécula de interés, capaz de interaccionar con una pareja de unién especifica para el proposito de aislar o
identificar dicha segunda molécula de interés.

Analogos de, o proteinas o péptidos o sustancialmente idéntico a las proteinas quiméricas de la invencion, tal y
como se usa en la presente memoria, significa que una secuencia de aminoacidos relevante de una proteina o un
péptido es al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, 6 100% idéntica a una secuencia dada.
Como ejemplo, dichas secuencias pueden ser variantes derivadas de varias especies, o pueden derivar de la
secuencia dada por truncamiento, delecion, sustitucién o adicién de aminoacidos. El porcentaje de identidad entre
dos secuencias de aminoacidos se determina por algoritmos de alineamiento estandar tales como, por ejemplo,
Basic Local Alignment Tool (BLAST) descrito en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol., 215:403-410, el algoritmo de
Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol., 48:444-453; el algoritmo de Meyers et al. (1988) Comput. Appl. Biosci., 4:11-
17; o Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett., 174:247-250, etc. Dichos algoritmos se incorporan en los
programas BLASTN, BLASTP y "BLAST 2 Sequences" (véase www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Cuando se utilizan
dichos programas, pueden usarse los parametros por defecto. Por ejemplo, para secuencias de nucledtidos pueden
usarse los ajustes siguientes para "BLAST 2 Sequences": programa BLASTN, recompensa para concordancia 2,
penalizacién para falta de concordancia -2, penalizaciones para apertura de hueco y extensién de hueco 5y 2
respectivamente, x_dropoff de hueco 50, esperado 10, tamafio de palabra 11, filtro ACTIVADO. Por ejemplo, para
secuencias de aminoacidos pueden usarse los ajustes siguientes para "BLAST 2 Sequences": programa BLASTP,
matriz BLOSUM62, penalizaciones para apertura de hueco y extensién de hueco 11 y 1 respectivamente, x_dropoff
de hueco 50, esperado 10, tamafio de palabra 3, filtro ACTIVADO.

Biodisponibilidad, tal y como se usa en la presente memoria, significa el grado y proporcién a las que una
sustancia se absorbe en un sistema vivo o se vuelve disponible en el sitio de la actividad fisiologica.

Una proteina quimérica, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier proteina comprendida por
una primera secuencia de aminoacidos derivada de una primera fuente, unida, covalentemente o0 no
covalentemente, a una segunda secuencia de aminoacidos derivada de una segunda fuente, en la que la primera y
segunda fuente no son la misma. Una primera fuente y una segunda fuente que no son la misma pueden incluir dos
entidades bioldgicas diferentes, o dos proteinas diferentes de la misma entidad bioldgica, o una entidad biologica y
una entidad no bioldgica. Una proteina quimérica puede incluir, por ejemplo, una proteina derivada de al menos 2
fuentes bioldgicas diferentes. Una fuente biolégica puede incluir cualquier secuencia de acido nucleico o
aminoacidos que no se produce sintéticamente (por ejemplo, una secuencia gendémica o de ADNc, un plasmido o
vector viral, un viridn nativo o un mutante o analogo, como se describe adicionalmente en la presente memoria, de
cualquiera de los anteriores). Una fuente sintética puede incluir una secuencia de proteina o acido nucleico que se
produce quimicamente y no por un sistema bioldgico (por ejemplo, sintesis en fase sélida de secuencias de
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aminoacidos). Una proteina quimérica también puede incluir una proteina derivada de al menos 2 fuentes sintéticas
diferentes o una proteina derivada de al menos una fuente bioldgica y al menos una fuente sintética.

Factor de la coagulacién, tal y como se usa en la presente memoria, significa cualquier molécula, o analogo de
ésta, natural o producido recombinantemente que previene o disminuye la duracién de un episodio hemorragico en
un sujeto con un trastorno hemostatico. En otras palabras, significa cualquier molécula que tiene actividad de
coagulacion.

Actividad de coagulacién, tal y como se usa en la presente memoria, significa la capacidad de participar en una
cascada de reacciones bioquimicas que culmina en la formacién de un coagulo de fibrina y/o reduce la gravedad,
duracion o frecuencia de hemorragia o episodio hemorragico.

Construccion de ADN, tal y como se usa en la presente memoria, significa una molécula de ADN, o un clon de
dicha molécula, bien mono o bicatenaria, que se ha modificado a través de la intervencion humana para contener
segmentos de ADN combinados de una manera tal que como un todo no existiria de otra manera en la naturaleza.
Las construcciones de ADN contienen la informacion necesaria para dirigir la expresion de polipéptidos de interés.
Las construcciones de ADN pueden incluir promotores, potenciadores y terminadores de la transcripcion. Las
construcciones de ADN que contienen la informacion necesaria para dirigir la secrecién de un polipéptido también
contendran al menos una secuencia sefial secretora.

Un fragmento, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos 2 residuos de aminoacidos contiguos, de al menos 5 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos, de al menos 15 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 20 residuos de amino&cidos contiguos, de al menos 25 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 40 residuos de amino&cidos contiguos, de al menos 50 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, o de al menos 200 residuos de
amino&cidos contiguos o cualquier delecion o truncamiento de una proteina.

Hemostasis, tal y como se usa en la presente memoria, significa la interrupcion del sangrado o hemorragia; o la
interrupcion del flujo de sangre a través de un vaso sanguineo o parte corporal.

Trastorno hemostatico, tal y como se usa en la presente memoria, significa una afeccion heredada genéticamente
0 adquirida caracterizada por una tendencia a hemorragia, bien espontaneamente o como resultado de trauma,
debido a una capacidad alterada o incapacidad de formar un coagulo de fibrina.

Unido, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una primera secuencia de &cido nucleico unida
covalentemente a una segunda secuencia de acido nucleico. La primera secuencia de acido nucleico puede estar
unida directamente o0 yuxtapuesta a la segunda secuencia de &cido nucleico o alternativamente una secuencia
intermedia puede unir covalentemente la primera secuencia a la segunda secuencia. Unido tal y como se usa en la
presente memoria también puede referirse a una primera secuencia de aminoacidos unida covalentemente a una
segunda secuencia de aminoacidos. La primera secuencia de aminoacidos puede estar unida directamente o
yuxtapuesta a la segunda secuencia de aminoacidos o alternativamente una secuencia intermedia puede unir
covalentemente la primera secuencia de aminoéacidos a la segunda secuencia de aminoacidos. Unido también
puede referirse a una primera secuencia de amino4cidos unida no covalentemente a una segunda secuencia de
aminoéacidos. Unido tal y como se usa en la presente memoria también puede referirse a una primera secuencia de
aminoacidos unida covalentemente a una secuencia de &cido nucleico o una molécula organica o inorganica
pequefia.

Unido de manera operativa, tal y como se usa en la presente memoria, significa una primera secuencia de acido
nucleico unida a una segunda secuencia de acido nucleico de manera tal que ambas secuencias son capaces de ser
expresadas como un polipéptido biolégicamente activo.

Una molécula inorganica pequefia, tal y como se usa en la presente memoria, significa una molécula que no
contiene atomos de carbono y que no es mayor de 50 kD.

Una molécula orgénica pequenia, tal y como se usa en la presente memoria, significa una molécula que contiene al
menos un atomo de carbono y que no es mayor de 50 kD.

Alta astringencia, tal y como se usa en la presente memoria, incluye condiciones determinadas facilmente por el
experto en la técnica tomando como base, por ejemplo, la longitud del ADN. Generalmente, dichas condiciones se
definen como condiciones de hibridacién como anteriormente, y con lavado a aproximadamente 68°C, 0,2X SSC,
0,1% SDS. El experto en la técnica reconocera que la temperatura y la concentracion de sal de la disolucion de
lavado pueden ajustarse segln sea necesario segun factores tales como la longitud de la sonda.

Astringencia moderada, tal y como se usa en la presente memoria, incluye condiciones que pueden ser
determinadas facilmente por los expertos en la técnica tomando como base, por ejemplo, la longitud del ADN. Las
condiciones basicas se muestran por Sambrook et al. Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1, p.
1.101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), e incluyen el uso de una disolucién de prelavado para los
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filtros de nitrocelulosa 5X SSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0), condiciones de hibridaciéon de 50% formamida,
6X SSC a 42°C (u otra disolucion de hibridacién similar, tal como disolucién de Stark, en 50% formamida a 42°C), y
condiciones de lavado de 60°C, 0,5X SSC, 0,1% SDS.

Polipéptido, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un polimero de aminoacidos y no se refiere a
una longitud especifica del producto; asi, los péptidos, oligopéptidos, y proteinas estan incluidos en la definicion de
polipéptido. Este término no excluye modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, por ejemplo,
glicosilacion, acetilacion, fosforilacién, pegilacion, adicion de un resto lipidico, o la adicidon de cualquier molécula
organica o inorganica. Incluidos en la definicién, estan por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos
de un aminoécido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales) y polipéptidos con enlaces sustituidos, asi
como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto naturales como no naturales.

Tratar, tratamiento, tratando, tal y como se usa en la presente memoria, significa cualquiera de lo siguiente: la
reduccion de la gravedad de un trastorno hemostatico; la profilaxis de uno o mas sintomas asociados con un
trastorno hemostatico, por ejemplo, un episodio hemorragico; la reduccion de la duracién de un curso de enfermedad
de un trastorno hemostatico, la mejora de uno o mas sintomas asociados con un trastorno hemostatico; la reduccién
de la duracién de un episodio hemorragico asociado con un trastorno hemostético; la reduccién de la titulacién de un
anticuerpo inhibidor frente a un factor de la coagulacién; el suministro de efectos beneficiosos a un sujeto con un
trastorno hemostatico, sin curar necesariamente el trastorno hemostéatico.

B. Terapéuticos mejorados para trastornos hemostaticos

La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se refiere generalmente a terapéuticos mejorados para
trastornos hemostéaticos. La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se refiere asi a una proteina
quimérica que comprende al menos un factor de la coagulacién y al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina.

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion,
tienen una estabilidad incrementada y otras propiedades mejoradas cuando se compara con agentes terapéuticos
conocidos que tienen actividad de coagulacion. También pueden administrarse parenteralmente o no invasivamente.
De acuerdo con esto, la presente descripcion proporciona métodos mejorados para administrar agentes terapéuticos
que tienen actividad de coagulacion. Mientras los factores de coagulaciéon actualmente se administran generalmente
subcutaneamente, intramuscularmente o intravenosamente, las proteinas quiméricas de la presente descripcion,
incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion, pueden administrarse usando medios menos invasivos
tales como administraciéon oral, administracion nasal, o administracion pulmonar. En una realizacién especifica, las
proteinas quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencién, son
utiles en el tratamiento profilactico de trastornos hemostaticos.

La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, también se refiere generalmente a métodos mejorados
para preparar factores de coagulacion terapéuticos. La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se
refiere a métodos recombinantes para producir factores de coagulacion terapéuticos con expresién aumentada y
rendimientos mejorados. La presente descripcion se refiere asi a métodos para preparar proteinas quimeéricas que
comprenden al menos un factor de coagulacion y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina
mediante la transfeccion de una célula con una construccion de ADN, comprendiendo dicha construcciéon una
secuencia de ADN que codifica al menos un factor de coagulacién y una secuencia de ADN que codifica al menos
una parte de una region constante de inmunoglobulina; cultivar dicha célula en condiciones tales que la proteina
guimérica se expresa por dicha célula; y aislar dicha proteina quimérica.

C. Proteinas quiméricas

La presente descripcion, incluyendo la presente invencion, se refiere generalmente a proteinas quiméricas que
comprenden al menos un factor de la coagulacion, al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina,
y opcionalmente un conector. El factor de coagulacién puede unirse covalentemente, o no covalentemente a la parte
de una region constante de inmunoglobulina. La parte de una regién constante de inmunoglobulina tendra tanto un
extremo N, o amino, y un extremo C, o carboxi. En un caso, por ejemplo, en una realizaciéon de la presente
invencioén, la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente
invencion, puede tener un factor de coagulacion unido al extremo N de la parte de una region constante de
inmunoglobulina.

La proteina quimérica puede comprender opcionalmente al menos un conector, asi el factor de coagulacién no tiene
gue estar unido directamente a la parte de una region constante de inmunoglobulina. El conector puede interponerse
entre el factor de coagulacién y la parte de una region constante de inmunoglobulina. El conector puede estar unido
al extremo N de la parte de una regién constante de inmunoglobulina, o al extremo C de una parte de de una region
constante de inmunoglobulina. El conector puede estar unido al extremo N del factor de coagulacion.

La presente descripcion se refiere asi a una proteina quimérica comprendida por al menos un factor de coagulacién
(X), opcionalmente, un conector (L), y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina (F). En un
caso, la presente descripcion se refiere a una proteina quimérica comprendida por la formula
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X-La-F

en la que X esta unido en su extremo C al extremo N de L, y L esta unido en su extremo C al extremo Nde Fyen la
gue a es cualquier nimero entero o cero. Cuando a es cero X esta unido directamente en su extremo C al extremo N
de F. Por ejemplo, pero no como una limitacién, a puede ser 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 6 20.

En un caso de la presente descripcion, por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion, la presente
descripcion, por ejemplo, la presente invencion, se refiere a una proteina quimérica que comprende la secuencia de
aminoacidos de la Figura 3A (SEQ ID NO:1).

La proteina quimérica de la presente descripcién incluye monémeros, dimeros, asi como multimeros de orden
superior. En un caso, la proteina quimérica es un monémero que comprende un factor de coagulacién y una parte de
una regién constante de inmunoglobulina. En otro caso, la proteina quimérica es un dimero que comprende dos
factores de coagulacion y dos partes de una inmunoglobulina. En un caso, los dos factores de coagulacién son el
mismo. En un caso, los dos factores de coagulacién son diferentes. En un caso, las dos partes de una
inmunoglobulina son la misma. En un caso, las dos partes de una inmunoglobulina son diferentes. En otro caso, por
ejemplo, en una realizacién de la presente invencién, la proteina quimérica es un hibrido monémero/dimero en el
que la proteina quimérica tiene un aspecto dimérico ya que estd comprendida por al menos una parte de dos
polipéptidos de region constante de inmunoglobulina y un aspecto monomérico ya que estad comprendida sélo por un
factor de coagulacion unido a una de las dos inmunoglobulinas. La presente descripcion, incluyendo la presente
invencion, se refiere asi a una proteina quimérica que comprende una primera cadena y una segunda cadena, en la
gue dicha primera cadena comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina unida a un
factor de coagulacion y dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina sin un factor de coagulacion unido a ella.

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion pueden describirse usando las férmulas mostradas en la Tabla
1, enlas que |, L, y F son como se han descrito anteriormente, y en las que (') indica una molécula diferente que sin
() y en las que (:) indica un enlace no peptidico

TABLA 1

El experto en la técnica entenderd que son posibles combinaciones adicionales incluyendo el uso de conectores
adicionales.

1. Variantes de proteina quimérica

Se contemplan todo los derivados y analogos de las proteinas quiméricas de la invencion, anticuerpos frente a las
proteinas quiméricas de la invencion y anticuerpos frente a las parejas de union de las proteinas quiméricas de la
invencion, y pueden prepararse alterando sus secuencias de amino&cidos por sustituciones, adiciones, y/o
deleciones/truncamientos o introduciendo modificaciones quimicas que resultan en moléculas funcionalmente
equivalentes. Un experto en la técnica entenderd que determinados aminoacidos en una secuencia de cualquier
proteina pueden sustituirse por otros aminoacidos sin afectar de manera adversa la actividad de la proteina.

Pueden hacerse varios cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas quiméricas de la invencion o
secuencias de ADN codificadoras por lo tanto sin pérdida apreciable de su actividad, funcién, o utilidad biologica.
Los derivados, analogos, o mutantes que resultan de dichos cambios y el uso de dichos derivados estan en el
alcance de la presente invencién. En una realizacion especifica, el derivado es funcionalmente activo, es decir, es
capaz de presentar una 0 mas actividades asociadas con las proteinas quiméricas de la invencién, por ejemplo,
formacion de coagulos, activacion de un factor de coagulacion. La actividad puede medirse por ensayos conocidos



10

15

ES 2558 102 T3

en la técnica, por ejemplo, ensayo StaCLot FVlla-rTF (Johannessen et al. 2000, Blood Coagulation and Fibrinolysis
11:S159) ensayo de tiempo de protrombina (ensayo PT) o un ensayo APTT para el factor IX.

Los sustitutos para un aminoacido en la secuencia pueden seleccionarse de otros miembros de la clase a la que
pertenece el aminoacido (véase la Tabla 2). Ademas, varios aminoacidos se sustituyen comunmente con
aminoacidos neutros, por ejemplo, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano, y metionina
(véase, por ejemplo, MacLennan et al. (1998) Acta Physiol. Scand. Suppl. 643:55-67; Sasaki et al. (1998) Adv.

Biophys. 35:1-24).
TABLA 2

Residuos Originales |Sustituciones Ejemplares

Ala (A)
Arg (R)
Asn (N)
Asp (D)
Cys (C)
GIn Q)
Gly (G)
His (H)
lle (1)
Leu (L)
Lys (K)
Met (M)
Phe (F)
Pro (P)
Ser (S)
Thr (T)
Trp (W)
Tyr (Y)

val (V)

2. Factores de coagulacion

Val, Leu, lle

Lys, GIn, Asn

Gin

Glu

Ser, Ala

Asn

Pro, Ala

Asn, Gin, Lys, Arg

Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina
Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe
Arg, Acido 1,4-Diamino-butirico, Gin, Asn
Leu, Phe, lle

Leu, Val, lle, Ala, Tyr

Ala

Thr, Ala, Cys

Ser

Tyr, Phe

Trp, Phe, Thr, Ser

lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina

Sustituciones Tipicas
Val
Lys
Gin
Glu
Ser
Asn
Ala
Arg
Leu
lle
Arg
Leu
Leu
Gly
Thr
Ser
Tyr
Phe

Leu

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion,
incluyen al menos un factor de coagulacion. El factor de coagulacion puede incluir cualquier molécula que tenga
actividad de coagulacién o active una molécula con actividad de coagulacion. El factor de coagulacién puede estar
comprendido por un polipéptido, una molécula organica pequefia, o una molécula inorganica pequefa. El factor de
coagulacién puede ser un factor de coagulacion mutado o un analogo de un factor de coagulacion siempre que
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mantenga al menos alguna actividad de coagulacion. El factor de coagulacién puede ser, por ejemplo, pero no como
una limitacién, el factor VI, incluyendo factor VIII con dominio B delecionado, factor IX (Patente U.S. No. 4.994.371),
factor Xl, factor XII, fibrinbgeno, protrombina, factor V, factor VII, factor X, o factor XIll. En un caso de la presente
descripcion, por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion, el factor de coagulacién es el factor VII o
factor Vlla. En otro caso, por ejemplo, en otra realizacion, el factor de coagulacién es un factor VIl o Vlla mutado
(véase, por ejemplo, Persson, et al. 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:13583; Solicitud de Patente U.S. Serie No.
10/109498). El factor de coagulacién puede ser un factor que participa en la ruta extrinseca. El factor de coagulacion
puede ser un factor que participa en la ruta intrinseca. Alternativamente, el factor de coagulacion puede ser un factor
que participa tanto en la ruta extrinseca como intrinseca.

El factor de coagulacién puede ser un factor de coagulacién humano o un factor de coagulacion no humano, por
ejemplo, derivado de un primate no humano, un cerdo, o cualquier mamifero. El factor de coagulaciéon puede ser un
factor de coagulacién quimérico, por ejemplo, el factor de coagulacién puede comprender una parte de un factor de
coagulacién humano y una parte de un factor de coagulacion porcino, o cualquier factor de coagulaciéon no humano
0 una parte de un primer factor de coagulacién no humano y una parte de un segundo factor de coagulacion no
humano.

El factor de coagulacion puede ser un factor de coagulacion activado. Alternativamente, el factor de coagulacion
puede ser una forma inactiva de un factor de coagulacién, por ejemplo, un zimogeno. El factor de coagulacién
inactivo puede experimentar activacion después de unirse al menos a una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina. El factor de coagulacion inactivo puede activarse después de la administracion a un sujeto.
Alternativamente, el factor de coagulacion inactivo puede activarse antes de la administracion.

3. Inmunoglobulinas

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion,
incluyen al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas estan
comprendidas por cuatro cadenas proteicas que se asocian covalentemente-dos cadenas pesadas y dos cadenas
ligeras. Cada cadena esta comprendida ademas por una region variable y una region constante. Dependiendo del
isotipo de inmunoglobulina, la region constante de cadena pesada esta comprendida por 3 6 4 dominios de region
constante (por ejemplo, CH1, CH2, CH3, CH4). Algunos isotipos también pueden incluir una regién bisagra.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede ser una parte de una regidbn constante de
inmunoglobulina obtenida de cualquier mamifero. La parte de una region constante de inmunoglobulina puede
incluir, pero no esta limitada a, una parte de una region constante de inmunoglobulina humana, una regién constante
de inmunoglobulina no humana, una regién constante de inmunoglobulina bovina, una regién constante de
inmunoglobulina porcina, una region constante de inmunoglobulina murina, una region constante de inmunoglobulina
ovina o una region constante de inmunoglobulina de rata.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede incluir la region constante de cadena pesada completa,
o un fragmento o analogo de ésta. Una region constante de cadena pesada puede comprender un dominio CH1, un
dominio CH2, un dominio CH3, y/o una regién bisagra. Una region constante de cadena pesada puede comprender
un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3, y/o un dominio CH4.

La inmunoglobulina puede producirse recombinantemente o sintéticamente. La inmunoglobulina puede aislarse de
una biblioteca de ADNc. La inmunoglobulina puede aislarse de una biblioteca de fago (véase McCafferty et al. 1990,
Nature 348:552). La inmunoglobulina puede obtenerse por intercambio génico de secuencias conocidas (Mark et al.
1992, Bio/Technol. 10:779). La inmunoglobulina puede aislarse por recombinacion in vivo (Waterhouse et al. 1993,
Nucl. Acid Res. 21:2265). La inmunoglobulina puede ser una inmunoglobulina humanizada (Jones et al. 1986,
Nature 332:323).

La parte de una regién constante de inmunoglobulina en las proteinas quiméricas de la presente descripcién puede
incluir una parte de una IgG, una IgA, una IgM, una IgD, una IgE. En un caso de la presente descripcion, la
inmunoglobulina es una IgG. En otro caso, por ejemplo, en una de las realizaciones de la presente invencion, la
inmunoglobulina es IgGl. En otro caso mas, por ejemplo, en otra realizacién de la presente invencion, la
inmunoglobulina es 19G2.

La parte de una regién constante de inmunoglobulina puede incluir un fragmento Fc. Un fragmento Fc puede estar
comprendido por los dominios CH2 y CH3 de una inmunoglobulina y la region bisagra de la inmunoglobulina. El
fragmento Fc puede ser el fragmento Fc de una IgG1, una IgG2, una IgG3 o una IgG4. En un caso, por ejemplo, en
una realizacion, la inmunoglobulina es un fragmento Fc de una IgG1. En un caso, por ejemplo, en una realizacion, la
inmunoglobulina es un fragmento Fc de una IgG2. En otro caso, por ejemplo, en otra realizacién, la parte de una
regién constante de inmunoglobulina estad comprendida por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 (Figura
3B) 0 un andlogo de ésta. En otro caso, por ejemplo, en otra realizacion, la inmunoglobulina estad comprendida por
una proteina, o fragmento de ésta, codificada por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:3 (Figura 3C).

La parte de una regién constante de inmunoglobulina puede incluir una variante de Fc. Variante de Fc se refiere a
una molécula o secuencia que esta modificada respecto a Fc nativo pero que todavia comprende un sitio de unién
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para el receptor salvaje, FcRn (WO 97/34631). Nativo se refiere a un Fc que no se ha modificado por un ser
humano. WO 96/32478 describe variantes de Fc ejemplares, asi como interaccion con el receptor salvaje. Asi, el
término "variante de Fc" comprende una molécula o secuencia que esta humanizada de un Fc nativo no humano.
Ademas, un Fc nativo comprende sitios que pueden eliminarse porque proporcionan caracteristicas estructurales o
actividad biolégica que no se requieren para las moléculas de fusion de la presente descripcién, por ejemplo, para
las moléculas de fusién de la presente invencion. Asi, la variante de Fc comprende una molécula o secuencia que
carece de uno o mas sitios o residuos de Fc nativos que afectan o estan implicados en (1) la formacion de enlace
disulfuro, (2) la incompatibilidad con una célula huésped seleccionada (3) la heterogeneidad N-terminal después de
la expresion en una célula huésped seleccionada, (4) la glicosilacién, (5) la interaccién con el complemento, (6) la
unién a un receptor Fc distinto de un receptor salvaje, o (7) la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCCQC).

En otro caso de la presente descripcion, por ejemplo, en las realizaciones de la presente invencion, la parte de una
region constante de inmunoglobulina es una pareja de unién del receptor Fc neonatal (FcRn). Una pareja de union
de FcRn es cualquier molécula que pueda unirse especificamente por el receptor FCRn con transporte activo
consecuente por el receptor FcRn de la pareja de unién de FcRn. El receptor FcRn se ha aislado de varias especies
de mamiferos incluyendo los seres humanos. Se conocen las secuencias del FcRn humano, FcRn de rata, y FcRn
de raton (Story et al. 1994, J. Exp. Med. 180:2377). El receptor FCRn se une a IgG (pero no a tras clases de
inmunoglobulinas tales como IgA, IgM, IgD, e IgE) a un pH relativamente bajo, transporta activamente la IgG
transcelularmente en una direccion luminal a serosal, y libera entonces la IgG a un pH relativamente mayor
encontrado en los fluidos intersticiales. Se expresa en el tejido epitelial adulto (Patentes U.S. Nos. 6.030.613 y
6.086.875) incluyendo el epitelio pulmonar e intestinal (Israel et al. 1997, Immunology 92:69) epitelio tubular proximal
renal (Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physlol. 282:F358) asi como epitelio nasal, superficies vaginales,
y superficies del arbol biliar.

Las parejas de union de FcRn de la presente descripcion engloban cualquier molécula que pueda unirse
especificamente por el receptor FcRn incluyendo IgG completa, el fragmento Fc de IgG, y otros fragmentos que
incluyen la regidn de unién completa del receptor FcRn. La region de la parte Fc de 1gG que se une al receptor FcRn
se ha descrito tomando como base la cristalografia de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). El area
principal de contacto del Fc con el FcRn esta cerca de la unién de los dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn
estan todos en una Unica cadena pesada de Ig. Las parejas de union de FcRn incluyen IgG completa, el fragmento
Fc de IgG, y otros fragmentos de IgG que incluyen la regién de union completa de FcRn. Los sitios principales de
contacto incluyen los residuos de aminoécidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311, y 314 del dominio
CH2 vy los residuos de aminoacidos 385-387, 428, y 433-436 del dominio CH3. Las referencias hechas a la
numeracion de aminoacidos de inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas, o regiones, se basan todas en
Kabat et al. 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda;
MD.

La region Fc de IgG puede modificarse segun procedimientos muy reconocidos tales como mutagénesis dirigida a
sitio y semejantes para rendir IgG o fragmentos de Fc modificados o partes de éstos que se uniran por FcRn. Dichas
modificaciones incluyen modificaciones lejos de los sitios de contacto de FcRn asi como modificaciones en los sitios
de contacto que preservan o incluso aumentan la unién al FcRn. Por ejemplo, los residuos de aminoacidos Unicos
siguientes en Fc de IgG1 humano (Fcyl) pueden sustituirse sin pérdida significativa de afinidad de unién de Fc para
FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A,
D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A,
E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A,
K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q, A330S, P331A, P331S, E333A, K334A,
T335A, S337A, K338A, K340A. Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A,
Q362A, Y373A, S375A D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391 F,
K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A, VA22A, S424A, E430A, N434A,
T437A, Q438A, KA39A, S440A, S444A, y K447A, en el que por ejemplo P238A representa prolina de tipo salvaje
sustituida por alanina en el nimero de posicion 238. Ademas de la alanina, otros aminoacidos pueden sustituirse por
los aminoacidos de tipo salvaje en las posiciones especificadas anteriormente. Pueden introducirse mutaciones
Unicamente en Fc dando lugar a mas de cien parejas de unién de FcRn distintas de Fc nativo. Ademas, pueden
introducirse combinaciones de dos, tres, 0 mas de estas mutaciones individuales conjuntamente, dando lugar a
cientos de mas parejas de unién de FcRn.

Algunas de las mutaciones anteriores pueden conferir una nueva funcionalidad a la pareja de unién de FcRn. Por
ejemplo, una realizacion incorpora N297A, eliminando un sitio de N-glicosilacion altamente conservado. El efecto de
esta mutacion es reducir la inmunogenicidad, aumentando de esta manera la vida media circulante de la pareja de
unién de FcRn, y rendir una pareja de unién de FcRn incapaz de unirse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, y FcyRIIIA, sin
comprometer la afinidad para FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847; Friend et al. 1999,
Transplantation 68:1632; Shields et al. 1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Ademas, parece que al menos tres
receptores Fc gamma humanos reconocen un sitio de unién en IgG en la regién bisagra inferior, generalmente los
aminoacidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad e inmunogenicidad potencial disminuida
puede surgir de mutaciones en esta regién, como por ejemplo reemplazando los aminoéacidos 233-236 de IgG1
humana "ELLG" con la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA" (con la delecion de un aminoéacido). Se ha

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2558 102 T3

mostrado que FcyRI, FcyRIl, y FcyRIll, que median varias funciones efectoras no se uniran a IgG1 cuando se han
introducido dichas mutaciones (Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77 y Armour et al.1999, Eur. J.
Immunol. 29:2613). Como un ejemplo adicional de nueva funcionalidad que surge de las mutaciones descritas
anteriormente la afinidad para FcRn puede incrementarse mas alla de la del tipo salvaje en algunos casos. Esta
afinidad incrementada puede reflejar una velocidad "de asociacion" incrementada, una velocidad "de disociacion"
disminuida o tanto una velocidad "de asociacion" incrementada como una velocidad "de disociaciéon” disminuida. Se
cree que las mutaciones que confieren una afinidad incrementada para FcRn incluyen T256A, T307A, E380A, y
N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

En un caso de la presente descripcién, por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion, la pareja de unién
de FcRn es un polipéptido que incluye la secuencia PKNSSMISNTP y opcionalmente incluye ademas una secuencia
seleccionada de HQSLGTO, HQNLSDGK, HQNISDGK, o VISSHLGQ (Patente U.S. No. 5.739.277).

Dos receptores FcRn pueden unir una Unica molécula de Fc. Los datos cristalograficos sugieren que cada molécula
de FcRn se une a un unico polipéptido del homodimero Fc. La union de la pareja de unién de FcRn, por ejemplo, un
fragmento Fc de una IgG, a un factor de coagulaciéon proporciona asi un medio para administrar el factor de
coagulacién oralmente o como un aerosol administrado nasalmente, mediante una ruta ocular o mediante una ruta
pulmonar.

El experto en la técnica entenderd que las partes de una regién constante de inmunoglobulina para uso en la
proteina quimérica de la invencién pueden incluir mutantes o analogos de éstas, o pueden incluir regiones
constantes de inmunoglobulina modificadas quimicamente o fragmentos de éstas (por ejemplo, pegilacion) (véase,
por ejemplo, Aslam y Dent 1998, Bioconjugation: Protein Coupling Techniques For the Biomedical Sciences
Macmilan Reference, Londres). En un caso un mutante puede proporcionar una unién aumentada de una pareja de
uniéon de FcRn para el FcRn. También se contemplan para uso en la proteina quimérica de la invencion péptido
miméticos de al menos una regién constante de inmunoglobulina, por ejemplo, un péptido mimético de un fragmento
Fc o un péptido mimético de una pareja de union de FcRn. En una realizacion, el péptido mimético se identifica
usando exposicion en fago (Véanse, por ejemplo, McCafferty et al. 1990, Nature 348:552, Kang et al. 1991, Proc.
Natl. Acad Sci. USA 88:4363; EP 0 589 877 B1).

4. Conectores opcionales

La proteina quimérica de la presente descripcion, incluyendo la proteina quimérica de la presente invencion, puede
comprender opcionalmente al menos una molécula conectora. En un caso, por ejemplo, en una realizacién, el
conector estd comprendido por amino&cidos. El conector puede comprender 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoécidos, 1-
20 aminoacidos, 10-50 aminoacidos, 50-100 aminoacidos, 100-200 aminoéacidos. El conector puede comprender la
secuencia Gn. El conector puede comprender la secuencia (GGS), (SEQ ID NO.: 5). En cada caso, n puede ser un
namero entero, tal como 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 6 10. Los ejemplos de conectores incluyen, pero no estan limitados
a, GGG (SEQ ID NO.: 6), SGGSGGS (SEQ ID NO.: 7), GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ ID NO.: 8), y
GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO.: 9).

En una realizacion, el conector no elimina la actividad de coagulacion del factor de coagulacion. Opcionalmente, el
conector aumenta la actividad de coagulacion del factor de coagulacion, por ejemplo, disminuyendo los efectos del
impedimento estérico y haciendo que el factor de coagulacion sea mas accesible para su sitio de unién diana, por
ejemplo, otro factor en la cascada de coagulacion.

D. Construcciones de acido nucleico

La presente descripcion también e refiere a una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica las proteinas quiméricas de la presente descripciéon, comprendiendo dicha secuencia de
acido nucleico una primera secuencia de acido nucleico que codifica, por ejemplo, al menos un factor de
coagulacién, unida de manera operativa a una segunda secuencia de acido nucleico que codifica al menos una parte
de una regién constante de inmunoglobulina. La secuencia de acido nucleico también puede incluir secuencias o
elementos adicionales conocidos en la técnica (por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias poli A,
secuencia sefial). La secuencia de acido nucleico puede incluir opcionalmente una secuencia que codifica un
conector situado entre la secuencia de acido nucleico que codifica al menos un factor de coagulacién y la parte de
una inmunoglobulina. La secuencia de acido nucleico puede incluir opcionalmente una secuencia conectora situada
antes o después de la secuencia de acido nucleico que codifica al menos un factor de coagulacion y la parte de una
inmunoglobulina.

En un caso, la construccion de acido nucleico estd comprendida por ADN. En otro caso, la construccion de acido
nucleico esta comprendida por ARN. La construccion de acido nucleico puede ser un vector, por ejemplo, un vector
viral o un plasmido. Los ejemplos de vectores virales incluyen, pero no estén limitados a, vector de adeno virus, un
vector de virus adeno asociado o un vector de virus de leucemia murina. Los ejemplos de plasmidos incluyen pero
no estan limitados a, por ejemplo, pUC y pGEX.

En un caso, la construccién de acido nucleico comprende la secuencia de acido nucleico de la Figura 3D (SEQ ID
NO:4).
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Debido a la degeneraciéon conocida del cédigo genético, en el que mas de un codén puede codificar el mismo
aminoacido, una secuencia de ADN puede variar de la mostrada en SEQ ID NOS:3 6 4 y aun asi codificar un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NOS:2 6 1 respectivamente. Dichas secuencias de
ADN variantes pueden resultar de mutaciones silenciosas (por ejemplo, que ocurren durante la amplificacion por
PCR), o pueden ser el producto de mutagénesis deliberada de una secuencia nativa. La presente descripcion
proporciona asi secuencias de ADN aisladas que codifican polipéptidos de la presente descripcién, seleccionadas
de: (a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:3 6 4; (b) ADN que codifica el polipéptido de
SEQ ID NO:1 6 2; (c) ADN capaz de hibridacién con un ADN de (a) o (b) en condiciones de astringencia moderada y
que codifica polipéptidos de la presente descripcion; (d) ADN capaz de hibridaciéon con un ADN de (a) o (b) en
condiciones de astringencia alta y que codifica polipéptidos de la presente descripcion, y () ADN que esta
degenerado como resultado del cadigo genético en un ADN definido en (a), (b), (c), o (d) y que codifica polipéptidos
de la presente descripcion. Por supuesto, los polipéptidos codificados por dichas secuencias de ADN estan
englobados por la presente descripcion.

En otra realizacion, las moléculas de &cido nucleico de la invencién también comprenden secuencias de nucledtidos
gue son al menos 80% idénticas a la secuencia nativa. También se contemplan realizaciones en las que una
molécula de &cido nucleico comprende una secuencia que es al menos 90% idéntica, al menos 95% idéntica, al
menos 98% idéntica, al menos 99% idéntica, o al menos 99,9% idéntica a la secuencia nativa. El porcentaje de
identidad puede determinarse por inspeccion visual y célculo matematico. Alternativamente, el porcentaje de
identidad de dos secuencias de acido nucleico puede determinarse comparando la informacion de secuencia usando
el programa informatico GAP, version 6.0 descrito por Devereux et al. 1984, Nucl. Acids Res. 12:387, y disponible en
el University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). Los pardmetros por defecto preferidos para el
programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacion unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para
no identidades) para nucleétidos, y la matriz de comparacion ponderada de Gribskov y Burgess 1986, Nucl. Acids
Res. 14:6745, como se describe por Schwartz y Dayhoff, eds., 1979, Atlas of Protein Sequence and Structure,
National Biomedical Research Foundation, p. 353-358; (2) una penalizacion de 3,0 para cada hueco y una
penalizacién adicional de 0,10 para cada simbolo en cada hueco; y (3) sin penalizacion para huecos terminales.
También pueden usarse otros programas usados por un experto en la técnica de comparacion de secuencias.

E. Sintesis de proteinas quiméricas

Las proteinas quiméricas que comprenden al menos una parte de una regidn constante de inmunoglobulina y un
factor de coagulacion pueden sintetizarse usando técnicas muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, las proteinas
quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion, pueden
sintetizarse recombinantemente en células (véanse, por ejemplo, Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. y Ausubel et al. 1989, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.).

Las secuencias de ADN que codifican inmunoglobulinas, o fragmentos de éstas, o factores de coagulacion, o
fragmentos de éstos, pueden clonarse a partir de una variedad de bibliotecas genémicas o de ADNc conocidas en la
técnica. Las técnicas para aislar dichas secuencias de ADN usando métodos basados en sondas son técnicas
convencionales muy conocidas para los expertos en la técnica. Las sondas para aislar dichas secuencias de ADN
pueden estar basadas en secuencias de ADN publicadas (véase, por ejemplo, Hieter et al. 1980, Cell 22: 197-207).
Puede usarse el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) descrito por Mullis et al. (Patente U.S. No.
4.683.195) y Mullis (Patente U.S. No. 4.683.202). La eleccién de la biblioteca y la seleccién de las sondas para el
aislamiento de dichas secuencias de ADN esta en el nivel de experiencia habitual en la técnica. Alternativamente,
las secuencias de ADN que codifican inmunoglobulinas, o fragmentos de éstas, o factores de coagulacién pueden
obtenerse a partir de vectores que se sabe en la técnica que contienen inmunoglobulinas, o fragmentos de éstas, o
factores de coagulacion.

Para la produccion recombinante, una secuencia polinucleotidica que codifica la proteina quimérica se inserta en un
vehiculo de expresidn apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripciéon y
traduccion de la secuencia codificadora insertada, o en el caso de un vector viral con ARN, los elementos necesarios
para la replicacion y traduccion. El acido nucleico que codifica la proteina quimérica se inserta en el vector en un
marco de lectura apropiado.

En determinados casos, el acido nucleico también puede codificar un propéptido de factor de coagulacién que se
modifica por la célula para rendir la proteina quimérica madura de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina
quimérica madura de la presente invencion. En un caso especifico, el propéptido de factor de coagulacion es
reconocido por una y carboxilasa dependiente de vitamina K que modifica el propéptido de factor de coagulacion
para conseguir actividad completa (por ejemplo, factor VII, factor IX, factor X, protrombina). Para rendir la proteina
quimérica madura de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica madura de la presente invencion, la
secuencia de propéptido se escinde posteriormente por una endoproteasa, por ejemplo, enzima que escinde
aminoacidos béasicos emparejados (PACE), o cualquier miembro de la familia PACE, tal como PCSK1-9, incluyendo
versiones truncadas de éste, o su equivalente de levadura Kex2 de S. cerevisiae y versiones truncadas de Kex2
(véanse, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5.077.204; 5.162.220; 5.234.830; 5.885.821; 6.329.176 (Kex2 1-675)).
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El vehiculo de expresion se transfecta entonces en una célula diana adecuada que expresara la proteina, por
ejemplo, una proteina quimérica. Las técnicas de transfeccién conocidas en la técnica incluyen, pero no estan
limitadas a, precipitacién con fosfato de calcio (Wigler et al. 1978, Cell 14:725) y electroporaciéon (Neumann et al.
1982, EMBO, J. 1:841). Puede utilizarse una variedad de sistemas huésped-vector de expresion para expresar las
proteinas quiméricas descritas en la presente memoria en células eucariotas. En un caso de la presente descripcion,
por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion, la célula eucariota es una célula animal, incluyendo células
de mamifero (por ejemplo, células CHO, BHK, Cos, HelLa). Cuando la proteina quimérica se expresa en una célula
eucariota, el ADN que codifica la proteina quimérica también puede codificar una secuencia sefial que permitira que
la proteina quimérica se secrete. Un experto en la técnica entendera que mientras la proteina se traduce la
secuencia sefal se escinde por la célula para formar la proteina quimérica madura. En la técnica se conocen varias
secuencias sefial, por ejemplo, la secuencia sefial del factor VIl nativo, la secuencia sefial del IX nativo y la
secuencia sefial de la cadena ligera Igk de ratén. Alternativamente, cuando una secuencia sefial no se incluye la
proteina quimérica puede recuperarse lisando las células.

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo la proteina quimérica de la presente invencion, puede
sintetizarse en un animal transgénico, tal como un roedor, cabra, oveja, cerdo, o vaca. El término "animales
transgénicos"” se refiere a animales no humanos que han incorporado un gen extrafio en su genoma. Como este gen
esta presente en tejidos de linea germinal, se pasa de los padres a la descendencia. Los genes exdgenos se
introducen en embriones de Unica célula (Brinster et al. 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438). Los métodos
para producir animales transgénicos se conocen en la técnica, incluyendo transgénicos que producen moléculas de
inmunoglobulina (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6376; McKnight et al. 1983, Cell 34:335; Brinster
et al. 1983, Nature 306:332; Ritchie et al. 1984, Nature 312:517; Baldassarre et al. 2003, Theriogenology 59:831;
Robl et al. 2003, Theriogenology 59:107; Malassagne et al. 2003, Xenotransplantation 10(3):267).

Los vectores de expresién pueden codificar etiguetas que permiten una purificacion o identificacién facil de la
proteina producida recombinantemente. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, vector pUR278 (Ruther et
al. 1983, EMBO J. 2:1791) en el que la secuencia codificadora de la proteina quimérica descrita en la presente
memoria puede ligarse en el vector en marco con la region codificadora lac z de manera que se produce una
proteina hibrida; pueden usarse vectores pGEX para expresar proteinas con una etiqueta de glutation S-transferasa
(GST). Estas proteinas son habitualmente solubles y pueden purificarse facilmente de las células por adsorcion a
lechos de glutatién-agarosa seguido de elucién en presencia de glutation libre. Los vectores incluyen sitios de
escision (por ejemplo, PreCission Protease™ (Pharmacia, Peapack, N.J.)) para la eliminacion facil de la etiqueta
después de la purificacion.

Para incrementar la eficiencia de la produccion, el polinucleétido puede disefiarse para codificar multiples unidades
de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion,
separadas por sitios de escision enzimatica. El polipéptido resultante puede escindirse (por ejemplo, por tratamiento
con la enzima apropiada) con el fin de recuperar las unidades polipeptidicas. Esto puede incrementar el rendimiento
de los polipéptidos dirigidos por un Unico promotor. Cuando se usa en sistemas de expresion viral apropiados, la
traduccion de cada polipéptido codificado por el ARNm esta dirigida internamente en el transcrito; por ejemplo, por
un sito de entrada de ribosoma interno, IRES. Asi, la construccidn policistrénica dirige la transcripcién de un Unico
ARNmM, policistronico grande que, a su vez, dirige la traduccion de multiples polipéptidos individuales. Esta estrategia
elimina la produccién y procesamiento enzimatico de poliproteinas y puede incrementar significativamente el
rendimiento de un polipéptido dirigido por un Unico promotor.

Los vectores usados en la transformacion contendran habitualmente un marcador seleccionable usado para
identificar los transformantes. En sistemas bacterianos, éstos pueden incluir un gen de resistencia a antibiotico tal
como ampicilina, blasticidina o kanamicina. Los marcadores seleccionables para uso en células de mamifero
cultivadas incluyen genes que confieren resistencia a farmacos, tales como neomicina, higromicina, y metotrexato.
El marcador seleccionable puede ser un marcador seleccionable amplificable. Un marcador seleccionable
amplificable es el gen de la dihidrofolato reductasa (gen DHFR). Otro marcador amplificable es el ADNc de DHFRr
(Simonsen y Levinson 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 80:2495). Los marcadores seleccionables estan revisados
por Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass.) y la eleccién de marcadores
seleccionables esta en el nivel de experiencia habitual en la técnica.

Los marcadores seleccionables pueden introducirse en la célula en un plasmido separado al mismo tiempo que el
gen de interés, o pueden introducirse en el mismo plasmido. Si estdn en el mismo plasmido, el marcador
seleccionable y el gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o el mismo promotor,
produciendo la uUltima organizacién un mensaje dicistronico. Las construcciones de este tipo se conocen en la
técnica (por ejemplo, Pat. U.S. No. 4.713.339).

Los elementos de expresion de los sistemas de expresion varian en su fuerza y especificidades. Dependiendo del
sistema huésped/vector utilizado, puede usarse en el vector de expresion cualquiera de varios elementos de la
transcripcion y traducciéon adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando se
clona en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como pL del bacteriéfago A, plac, ptrp,
ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y semejantes; cuando se clona en sistemas de células de insectos, pueden usarse
promotores tales como el promotor de poliedro de baculovirus; cuando se clona en sistemas de células de plantas,
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pueden usarse promotores derivados del genoma de células de planta (por ejemplo, promotores de choque térmico;
el promotor para la subunidad pequefia de RUBISCO; el promotor para la proteina de unién a clorofila Il a/b) o de
virus de plantas (por ejemplo, el promotor de ARN 35S de CaMV; el promotor de la proteina de la cubierta de TMV);
cuando se clona en sistemas de células de mamifero, pueden usarse promotores derivados del genoma de células
de mamiferos (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de
adenovirus; el promotor 7.5 K del virus vaccinia, el promotor de CMV); cuando se generan lineas celulares que
contienen multiples copias de producto de expresion, pueden usarse los vectores basados en SV40, BPV y EBV con
un marcador seleccionable apropiado.

En los casos en los que se usan vectores de expresion de plantas, la expresiéon de las secuencias que codifican
formas lineales o no cicladas de las proteinas quiméricas de la presente descripcion, por ejemplo, de las proteinas
guiméricas de la presente invencién, puede estar dirigida por cualquiera de varios promotores. Por ejemplo, pueden
usarse promotores virales tales como los promotores ARN 35S y ARN 19S de CaMV (Brisson et al. 1984, Nature
310:511-514), o el promotor de la proteina de cubierta de TMV (Takamatsu et al. 1987, EMBO J. 6:307-311);
alternativamente, pueden usarse promotores de plantas tales como promotores de la subunidad pequefia de
RUBISCO (Coruzzi et al. 1984, EMBO J. 3:1671-1680; Broglie et al. 1984, Science 224:838-843) o de choque por
calor, por ejemplo, hspl7.5-E o hspl7.3-B de soja (Gurley et al. 1986, Mol. Cell. Biol. 6:659-565). Estas
construcciones pueden introducirse en células de plantas usando plasmidos Ti, plasmidos Ri, vectores virales de
plantas, transformacion de ADN directa, microinyeccion, electroporacion, etc. Para revisiones de dichas técnicas
véanse, por ejemplo, Welssbach y Weissbach 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY,
Seccion VI, p. 421-463; y Grierson y Corey 1988, Plant Molecular Biology, 2d Ed., Blackle, Londres, Cap. 7-9.

En un sistema de expresion de insectos que puede usarse para producir las proteinas quiméricas de la presente
descripcion, por ejemplo, las proteinas quiméricas de la presente invencién, se usa el virus de la polihidrosis nuclear
Autographa californica (AcNPV) como un vector que expresa los genes extrafios. El virus crece en células de
Spodoptera frugiperda. Puede clonarse una secuencia codificadora en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen
de poliedro) del virus y ponerse bajo el control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el promotor de poliedro). La
insercion exitosa de una secuencia codificadora resultara en la inactivacion del gen de poliedro y la produccion de
virus recombinantes no ocluidos (es decir, virus que carecen de la cubierta proteindcea codificada por el gen de
poliedro). Estos virus recombinantes se usan entonces para infectar células de Spodoptera frugiperda en las que se
expresa el gen insertado. (véanse, por ejemplo, Smith et al. 1983, J. Virol. 46:584; Patente U.S. No. 4.215.051). Los
ejemplos adicionales de este sistema de expresion pueden encontrarse en Ausubel et al., eds 1989, Current
Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley interscience.

En células huéspedes de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresion basados en virus. En los casos
en los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, puede ligarse una secuencia codificadora a un
complejo de control de la transcripcién/traduccion del adenovirus, por ejemplo, la secuencia del promotor tardio y de
lider tripartito. Este gen quimérico puede insertarse entonces en el genoma del adenovirus por recombinacion in vitro
0 in vivo. La insercién en una regién no esencial del genoma viral (por ejemplo, la region E1 o E3) resultara en un
virus recombinante que es viable y capaz de expresar un péptido polipeptidico en huéspedes infectados (véase, por
ejemplo, Logan y Shenk 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 81:3655-3659). Alternativamente, puede usarse el
promotor 7.5 K de vaccinia (véanse, por ejemplo, Mackett et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79:7415; Mackett
et al. 1984, J. Virol. 49:857; Panicali et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79:4927).

En los casos en los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, puede ligarse una secuencia
codificadora a un complejo de control de la transcripcion/traduccion del adenovirus, por ejemplo, la secuencia del
promotor tardio y de lider tripartito. Este gen quimérico puede insertarse entonces en el genoma del adenovirus por
recombinacién in vitro o in vivo. La insercidn en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, la regiéon E1 o
E3) resultara en un virus recombinante que es viable y capaz de expresar un péptido polipeptidico en huéspedes
infectados (véase, por ejemplo, Logan y Shenk 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 81:3655-3659). Alternativamente,
puede usarse el promotor 7.5 K de vaccinia (véanse, por ejemplo, Mackett et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
79:7415-7419; Mackett et al. 1984, J. Virol. 49:857-864; Panicali et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79:4927).

Las células huésped que contienen construcciones de ADN de la proteina quimérica se crecen en un medio de
crecimiento apropiado. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "medio de crecimiento apropiado”
significa un medio que contiene los nutrientes requeridos para el crecimiento de células. Los nutrientes requeridos
para el crecimiento de células pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos
esenciales, vitaminas, minerales y factores de crecimiento. En un caso de la presente descripcion, por ejemplo, en
una realizacion de la presente invencion, el medio contiene vitamina K que es necesaria para que una y carboxilasa
celular confiera actividad a un factor de coagulaciéon producido recombinantemente, por ejemplo, factor VILI.
Opcionalmente, el medio puede contener suero fetal bovino o suero fetal de ternera. El medio de crecimiento
seleccionara generalmente células que contienen la construccion de ADN, por ejemplo, por seleccién de farmaco o
deficiencia en un nutriente esencial, que se complementa por el marcador seleccionable en la construccion de ADN
o co-transfectado con la construccién de ADN. Las células de mamifero cultivadas se crecen generalmente en
medios que contienen suero o sin suero disponibles comercialmente (por ejemplo, MEM, DMEM). La seleccion de un
medio apropiado para la linea celular particular usada esta en el nivel de experiencia técnica habitual.
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La proteina quimérica producida recombinantemente de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica
producida recombinantemente de la presente invencion, puede aislarse del medio de cultivo usando procedimientos
bien establecidos en la técnica (por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion por tamafio,
cromatografia de intercambio i6nico). La proteina quimérica de la presente descripcién, por ejemplo, la proteina
guimérica de la presente invencién, puede aislarse del medio de cultivo por cromatografia en columna, por ejemplo,
una columna de proteina A, o por cromatografia de intercambio i6nico. Cuando se usa una columna de proteina A o
una columna de intercambio iénico para separar la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la
proteina quimérica de la presente invencién, la separacion cromatografica puede contribuir a la activaciéon de la
proteina quimérica, por ejemplo, convirtiendo el factor VII en factor Vlla. El medio de cultivo de células huésped
transformadas o transfectadas crecidas apropiadamente se separa del material celular, y se demuestra la presencia
de proteinas quiméricas. Un método para detectar las proteinas quiméricas, por ejemplo, es uniendo las proteinas
guiméricas o partes de las proteinas quiméricas a un anticuerpo especifico que reconoce la proteina quimérica de la
presente descripcién, por ejemplo, que reconoce la proteina quimérica de la presente invencion (por ejemplo, un
anticuerpo anti-Fc). Un anticuerpo anti-proteina quimérica puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal generado
frente a la proteina quimérica en cuestion. Por ejemplo, la proteina quimérica puede contener una parte de una
region constante de inmunoglobulina. Los anticuerpos que reconocen la regidon constante de muchas
inmunoglobulinas se conocen en la técnica y estan disponibles comercialmente. Puede usarse un anticuerpo para
llevar a cabo un ELISA o una transferencia western para detectar la presencia de la proteina quimérica de la
presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion.

F. Métodos para usar proteinas quiméricas

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion, incluyendo las proteinas quiméricas de la presente invencion,
tienen muchos usos como reconocera un experto en la técnica, incluyendo, pero no limitado a, métodos para tratar a
un sujeto que tiene un trastorno hemostéatico y métodos para tratar a un sujeto que necesita un agente hemostatico
general.

1. Métodos para tratar a un sujeto que tiene un trastorno hemostético

La presente descripcion se refiere a un método para tratar a un sujeto que tiene un trastorno hemostatico que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteina quimérica, en la que la
proteina quimérica comprende al menos una parte de una regidn constante de inmunoglobulina y al menos un factor
de coagulacion.

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, trata o
previene un trastorno hemostéatico estimulando la formacion de un coagulo de fibrina. La proteina quimérica de la
presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede activar cualquier miembro
de una cascada de coagulacion. El factor de coagulacién puede ser un participante en la ruta extrinseca, la ruta
intrinseca o ambas. El factor de coagulacion puede ser el factor VIl o factor Vlla. El factor Vlla puede activar el factor
X gue interacciona con el factor Va para escindir protrombina en trombina, que a su vez escinde fibrinégeno en
fibrina.

a. Afecciones que pueden tratarse

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede
usarse para tratar cualquier trastorno hemostéatico. Los trastornos hemostaticos que pueden tratarse por la
administracion de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, por la administracion de la proteina
guimérica de la presente invencion, incluyen, pero no estan limitados a, hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de von
Willebrand, deficiencia de factor XI (deficiencia PTA), deficiencia de factor Xll, asi como deficiencias o
anormalidades estructurales en fibrindgeno, protrombina, factor V, factor VII, factor X, o factor XIII.

En un caso, el trastorno hemostético es un trastorno heredado. En un caso, el sujeto tiene hemofilia A, y la proteina
quimérica comprende el factor VIII o factor Vllla. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia A, y la proteina quimérica
comprende el factor VII o factor Vlla. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia B, y la proteina quimérica comprende el
factor IX o factor IXa. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia B, y la proteina quimérica comprende el factor VIl o
factor Vlla. En otro caso, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores frente al factor VIII o factor Vllla y la proteina
guimérica comprende el factor VII o factor Vlla. En otro caso mas, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores frente al
factor IX o factor IXa y la proteina quimérica comprende el factor VII o factor Vlla.

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede
usarse para tratar profilacticamente a un sujeto con un trastorno hemostatico. La proteina quimérica de la presente
descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede usarse para tratar un episodio
hemorragico agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico.

En un caso, el trastorno hemostatico es el resultado de una deficiencia en un factor de coagulacién, por ejemplo, el
factor 1X, factor VIII, factor VII. En otro caso, el trastorno hemostatico puede ser el resultado de un factor de
coagulacién defectuoso, por ejemplo, factor de von Willebrand.
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En otro caso, el trastorno hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de una
enfermedad o afeccién secundaria subyacente. La afeccién no relacionada puede ser, como un ejemplo, pero no
como una limitacién, cancer, una enfermedad auto-inmune, o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de
edad avanzada o de medicacién para tratar un trastorno secundario subyacente (por ejemplo, quimioterapia de
cancer).

2. Métodos para tratar a un sujeto que necesita un agente hemostatico general

La presente descripcion también se refiere a métodos para tratar a un sujeto que no tiene un trastorno hemostatico o
una enfermedad o afeccion secundaria que resulta en la adquisicion de un trastorno hemostatico. La presente
descripcion se refiere asi a un método para tratar a un sujeto que necesita un agente hemostatico general que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteina quimérica, en la que la
proteina quimérica comprende al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina y al menos un factor
de coagulacion.

a. Afecciones que pueden tratarse

En un caso, el sujeto que necesita un agente hemostatico general esta sometido, 0 va a someterse, a cirugia. La
proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencién, puede
administrarse antes de, durante o después de la cirugia como un profilactico. La proteina quimérica de la presente
descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencién, puede administrarse antes de, durante, o
después de la cirugia para controlar un episodio hemorragico agudo. La cirugia puede incluir, pero no esta limitada
a, trasplante de higado, reseccion hepatica, o trasplante de células madre.

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencién, puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene un episodio hemorragico agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El
episodio hemorragico agudo puede resultar de trauma severo, por ejemplo, cirugia, un accidente de automovil,
herida, laceracion por disparo de arma, o cualquier otro evento trauméatico que resulta en hemorragia incontrolada.

b. Modalidades de tratamiento

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencién, puede
administrarse intravenosamente, subcutdneamente, intra-muscularmente, o a través de cualquier superficie mucosal,
por ejemplo, oralmente, sublingualmente, bucalmente, nasalmente, vaginalmente o a través de la ruta pulmonar. La
proteina quimérica puede implantarse en o unida a un soporte sélido de biopolimero que permite la liberacion lenta
de la proteina quimérica en el sitio de la hemorragia o implantarse en vendajes/apdsitos.

La dosis de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente
invencion, variard dependiendo del sujeto y de la ruta particular de administracion usada. Las dosificaciones pueden
variar de 0,1 a 100.000 pg/kg de peso corporal. En un caso, el intervalo de dosificacién es 0,1-1.000 pg/kg. La
proteina puede administrarse continuamente o en intervalos de tiempo especificos. Los ensayos in vitro pueden
emplearse para determinar los intervalos de dosis 6ptimos y/o los programas de administracion. Los ensayos in vitro
gue miden la actividad de factor de coagulacién se conocen en la técnica, por ejemplo, el ensayo de coagulacion
STA-CLOT Vlla-rTF. Ademas, las dosis efectivas pueden extrapolarse de curvas de dosis-respuesta obtenidas de
modelos animales, por ejemplo, un perro hemofilico (Mount et al. 2002, Blood 99(8):2670).

La presente descripcion también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un factor de la
coagulacién, al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en Remington's
Pharmaceutical Sciences por E.W. Martin. Los ejemplos de excipientes pueden incluir almidén, glucosa, lactosa,
sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco,
cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol, y semejantes. La composicion
también puede contener reactivos tamponadores del pH, y agentes humectantes o emulsionantes.

Para la administracion oral, la composicion farmacéutica puede tomar la forma de comprimidos o capsulas
preparados por medios convencionales. La composicidon también puede prepararse como un liquido por ejemplo un
jarabe o una suspension. El liquido puede incluir agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados
de celulosa o grasas hidrogenadas comestibles), agentes emulsionantes (lecitina o0 goma arabiga), vehiculos no
acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres grasos, alcohol etilico, o aceites vegetales fraccionados), y
conservantes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sorbico). Las preparaciones también pueden
incluir agentes saporiferos, colorantes y edulcorantes. Alternativamente, la composicion puede presentarse como un
producto seco para constitucion con agua u otro vehiculo adecuado.

Para la administraciéon bucal, la composicion puede tomar la forma de comprimidos o pastillas segun protocolos
convencionales.

Para administracién por inhalacién, los compuestos para uso segun la presente descripcion, por ejemplo, los
compuestos para uso segun la presente invencién, se administran convenientemente en la forma de un aerosol
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nebulizado con o sin excipientes o en la forma de una pulverizacion de aerosol de un envase o nebulizador
presurizado, opcionalmente con un propelente, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorometano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad
de dosificacién puede determinarse proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas
y cartuchos, por ejemplo, de gelatina para uso en un inhalador o insuflador pueden formularse para contener una
mezcla del polvo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

La composicion farmacéutica puede formularse para administracion parenteral (es decir, intravenosa o
intramuscular) por inyeccién en bolo. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de dosificacion
unitaria, por ejemplo, en ampollas o en contenedores multidosis con un conservante afiadido. Las composiciones
pueden tomar formas tales como suspensiones, disoluciones, o emulsiones en vehiculos grasos o acuosos, y
contienen agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado,
por ejemplo, agua sin pirégenos.

La composicion farmacéutica también puede formularse para administraciéon rectal como un supositorio 0 enema de
retencion, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao U otros
glicéridos.

c. Terapia de combinacion

En otro caso, la presente descripcion se refiere a un método para tratar a un sujeto con un trastorno hemostatico que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una proteina quimérica que comprende
al menos un factor de coagulacién y al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina en
combinacién con al menos otro factor de coagulacién o agente que estimula la hemostasis. Dicho otro factor de
coagulacién o agente que estimula la hemostasis puede ser cualquier terapéutico con actividad de coagulaciéon
demostrada. Como un ejemplo, pero no como una limitacion, el factor de coagulacion o agente hemostatico puede
incluir el factor V, factor VII, factor VIII, factor IX, factor X, factor XI, factor XII, factor XIll, protrombina, fibrinégeno,
factor de von Willebrand o factor tisular soluble recombinante (rsTF) o formas activadas de cualquiera de los
anteriores. El factor de coagulacion o agente hemostatico también puede incluir farmacos anti-fibrinoliticos, por
ejemplo, &cido épsilon-amino-caproico, acido tranexamico.

G. Kits

La presente descripcidon proporciona un kit para el diagnéstico de un trastorno hemostético. El kit puede incluir un
contenedor y una proteina quimérica que comprende al menos un factor de coagulacion y al menos una parte de
una region constante de inmunoglobulina. La proteina quimérica puede proporcionarse en un tampon o disolvente
apropiado. El tampon puede ser un tampon acuoso, por ejemplo, PBS o alternativamente la proteina quimérica
puede estar liofilizada. El kit también puede proporcionar instrucciones para detectar la presencia de un factor de
coagulacién en una muestra, por ejemplo, poniendo en contacto una alicuota de una muestra con la proteina
guimérica de la presente descripcion, por ejemplo, con la proteina quimérica de la presente invencion, y detectar la
presencia de un coagulo. La deteccién puede incluir deteccién visible. El kit puede proporcionar opcionalmente una
alicuota de sangre que carece de un factor de coagulacion conocido.

Ejemplos

Ejemplo 1: Clonacion de pcDNA 3.1-Flag-Fc

La secuencia para el péptido FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys)(SEQ ID NO: 23), una etiqueta de afinidad
comun usada para identificar o purificar proteinas, se cloné en el plasmido pcDNA 3.1-Fc, que contiene la secuencia

sefial de Igk de raton seguida del fragmento Fc de IgG1l humana (aminoacidos 221-447, numeracion EU). La
construccion se creé por PCR de superposicion usando los cebadores siguientes:

FlagFc-F1: 5-GCTGGCTAGCCACCATGGA -3'(SEQ ID NO: 10)
FlagFc-R1: 5'- CTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGTCA CCAGTGGAACCTGGAAC -3' (SEQ ID NO: 11)

FlagFc-F2: 5- GACTACAAGG ACGACGATGA CAAGGACAAA ACTCACACAT GCCCACCGTG
CCCAGCTCCG GAACTCC -3' (SEQ ID NO: 12)

FlagFc-R2: 5'- TAGTGGATCCTCATTTACCCG -3'(SEQ ID NO: 13)

El molde de pcDNA 3.1-Fc se afiadié entonces a dos reacciones de PCR separadas que contenian 50 pmoles cada
una de las parejas de cebadores FlagFc-F1/R1 o FlagFc-F2/R2 en una reaccion de 50 ul usando ADN polimerasa
Pfu Ultra (Stratagene, CA) segun el protocolo estandar del fabricante en un Termociclador MJ usando los ciclos
siguientes: 95°C 2 minutos; 30 ciclos de (95°C 30 segundos, 52°C 30 segundos, 72°C 45 segundos), seguido de
72°C durante 10 minutos. Los productos de estas dos reacciones se mezclaron en otra reaccion de PCR (2 ul cada
una) con 50 pmoles de cebadores FlagFc-F1 y FlagFc-R2 en una reaccion de 50 ul usando ADN polimerasa Pfu
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Ultra (Stratagene, CA) segun el protocolo estandar del fabricante en un Termociclador MJ usando los ciclos
siguientes: 95°C 2 minutos; 30 ciclos de (95°C 30 segundos, 52°C 30 segundos, 72°C 45 segundos), seguido de
72°C durante 10 minutos. El fragmento resultante se purificé con gel, se digirid y se insertdé en el plasmido pcDNA
3.1-Fc Nhel-Bam HI. El plasmido resultante contiene la secuencia sefial de Igk de ratén produciendo la proteina
FlagFc.

Ejemplo 2: Clonacién de la construccion PACE

La secuencia codificadora para PACE (enzima de escision de aminoacidos basicos emparejados) humana, una
endoproteasa, se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los cebadores siguientes:

PACE-F1: 5-GGTAAGCTTGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGC-3' (SEQ ID NO: 15)
PACE-R1: 5-GTTTTCAATCTCTAGGACCCACTCGCC-3' (SEQ ID NO:16)

PACE-F2: 5'-GCCAGGCCACATGACTACTCCGC-3' (SEQ ID NO: 17)

PACE-R2: 5-GGTGAATTCTCACTCAGGCAGGTGTGAGGGCAGC-3' (SEQ ID NO: 18)

El cebador PACE-F1 afiade un sitio Hindlll en el extremo 5' de la secuencia PACE empezando con 3 nucleétidos
antes del coddn de inicio, mientras el cebador PACE-R2 afiade un codon de parada después del aminoacido 715, lo
que ocurre en el extremo del dominio extracelular de PACE, asi como afiade un sitio EcoRI en el extremo 3' del
codon de parada. Los cebadores PACE-R1 y -F2 hibridan en los lados 3' y 5' de un sitio BamHI interno,
respectivamente. Se pusieron a punto dos reacciones de RT-PCR usando 25 pmoles cada una de las parejas de
cebadores de PACE-F1/R1 o PACE-F2/R2 con 20 ng de ARN de higado humano adulto (Clontech; Palo Alto, CA) en
una reaccion de 50 pl de RT-PCR usando la RT-PCR de Una Etapa Superscript™ con sistema PLATINUM® Taq
(invitrogen, Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante. La reaccion se llevo a cabo en un Termociclador MJ
usando los ciclos siguientes: 50°C 30 minutos; 94°C 2 minutos; 30 ciclos de (94°C 30 segundos, 58°C 30 segundos,
72°C 2 minutos), seguido de 72°C 10 minutos. Estos fragmentos se ligaron cada uno en el vector pGEM T-Easy
(Promega. Madison, WI) y se secuenciaron completamente. El fragmento F2-R2 se subclon6 en pcDNA6 V5/His
(Invitrogen, Carlsbad, CA) usando los sitios BamHI/EcoRl, y el fragmento F1-R1 se clond en esta construccion
usando los sitios Hindlll/BamHI. El plasmido final, pcDNA6-PACE, produce una forma soluble de PACE
(aminoacidos 1-715), al haberse delecionado la regidn transmembrana. La secuencia de PACE en pcDNA6-PACE
es esencialmente como se describe en Harrison et al. 1998, Seminars in Hematology 35:4.

Ejemplo 3: Clonacién de la construccién Fc-Factor VII

La secuencia codificadora para el Factor VI, se obtuvo por RT-PCR de ARN de higado fetal humano (Clontech, Palo
Alto, CA). La regién clonada estd comprendida por la secuencia de ADNc de pb 36 a pb 1430 terminando justo antes
del coddn de parada. Se introdujo un sitio Sbfl en el extremo N. Se introdujo un sitio BspEl en el extremo C. La
construccion se clon6 por PCR usando los cebadores:

En direccién 3': 5 GCTACCTGCAGGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG 3' (SEQ ID NO: 19)

En direccién 5" 5' CAGTTCCGGAGCTGGGCACGGCGGGCACGTGTGAGTTTTGTCGGGAAAT GG 3' (SEQ ID NO:
20)

y las condiciones siguientes: 95°C durante 5 minutos seguido de 30 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C
durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto y 45 segundos, y un ciclo de extensién final de 72°C durante 10
minutos.

El fragmento se digiri6 Sbfl - BspE | y se insert6 en pED.dC-Fc un pldsmido que codifica el fragmento Fc de una
IgG1.

Ejemplo 4: Expresion y purificacion del hibrido monémero-dimero factor VII-Fc

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan Factor VII-Fc. Las células CHO DG-44 se crecieron a 37°C, 5%
CO2, en MEM Alfa mas nucledsido y ribonucledsidos y suplementado con 5% suero bovino fetal inactivado con calor
hasta la transfeccion.

Las células DG44 se sembraron en placas en placas petri de cultivo tisular de 100 mm y se crecieron hasta una
confluencia de 50%-60%. Se us6 un total de 10 ug de ADN para transfectar una placa de 100 mm: bien 9 pg
pED.dC.FVII-Fc + 1 pug de pcDNA6-PACE para la transfeccion de dimero, 6 7,5 ug de pED.dC.FVII-Fc + 1,5 ug
pcDNA3/Fiag-Fc + 1 pg de pcDNA6-PACE para la transfeccion de mondmero. Las células se transfectaron como se
describe en el manual del reactivo de transfeccion Superfect (Qiagen, Valencia, CA). El medio se retir6 después de
48 horas y se reemplazé por MEM Alfa sin nucleésidos mas 5% suero bovino fetal dializado y 10 pg/ml de
Blasticidina (Invitrogen, Carlsbad, CA) para ambas transfecciones, mientras la transfeccion de hibrido monémero-
dimero también se suplementé con 0,2 mg/ml geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 10 dias, las células
se liberaron de la placa con 0,25% tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo tisular T25, y la seleccién se
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continud durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a crecer bien al establecerse lineas celulares estables.
La expresion de proteinas se amplificé posteriormente por la adiciéon de 25 nM metotrexato.

Aproximadamente 2 x 10’ células se usaron para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella rotatoria de
1.700 cm? (Coming, Coming, NY) suplementado con 5 pg/L de vitamina K3 (bisulfito sédico de menadiona) (Sigma,
St Louis, MO). Las botellas rotatorias se incubaron en 5% CO; a 37°C durante 72 horas. El medio de crecimiento se
intercambié con 300 ml de medio de produccion sin suero (DMEM/F12 con 5 pg/ml insulina bovina y 10 pg/ml
Gentamicina) suplementado con 5 pg/L de vitamina Ks. El medio de produccién (medio condicionado) se recogio
cada dia durante 10 dias y se almacend a 4°C. Se afiadi6 medio de produccion fresco a las botellas rotatorias
después de cada recogida y la botellas se retornaron al incubador. El medio combinado se aclar6 en primer lugar
usando un filtro de fibra de vidrio Sartoclean (3,0 um + 0,2 um) (Sartorious Corp. Gottingen, Alemania) seguido de un
filtro Acropack 500 (0,8 um + 0,2 um) (Pall Corp., East Hills, NY). El medio aclarado se concentré aproximadamente
20 veces usando casetes de filtracion de flujo tangencial Pellicon Biomax (10 kDa MWCO) (Millipore Corp., Billerica,
MA).

Las quimeras de Fc se capturaron del medio concentrado por paso sobre una Columna de Flujo R4pido Sefarosa
Proteina A 4 (AP Biotech, Piscataway, NJ). Una columna de 5 x 5 cm (100 ml) se cargd con <5 mg proteina Fc por
ml de volumen de columna a una velocidad de flujo lineal de 100 cm/hora para conseguir un tiempo de residencia de
> 3 minutos. La columna se lavé con >5 volumenes de columna de 1X DPBS para eliminar las proteinas unidas no
especificamente. Las proteinas unidas se eluyeron con 100 mM Glicina pH 3,0. Las fracciones de la elucién que
contenian el pico de proteina se neutralizaron afiadiendo 1 parte de 1 M Tris-HCL, pH 8 por 10 partes de fraccion de
eluato. El paso de la proteina quimérica sobre la columna de Proteina A convirtié el factor VII inactivo en factor Vlla
activado (figura 2). Podria conseguirse una activacion adicional pasando la proteina sobre una columna de
intercambio anidnico (Peders et al. 1989, Biochemistry 28:9331-36).

La muestra de proteina de transfeccion hibrido monémero-dimero se sometié a una purificacién adicional, ya que
contenia una mezcla de homodimero FVII-Fc:FVII-Fc, hibrido mondémero-dimero FVII-Fc: FLAG-Fc, y homodimeros
FLAG-Fc: FLAG-Fc. Para eliminar los homodimeros FLAG-Fc de la preparacion, el combinado de Proteina A
Sefarosa 4 de Flujo Rapido se dializ6 en primer lugar en 20 mM MES, 20 mM NacCl, pH 6,1 y se pas6 sobre una
columna de intercambio catiénico Unosphere S (BioRad Corp., Richmond, CA). En las condiciones de operacion
para la columna, el hibrido monémero-dimero FLAG-Fc tiene una carga neutra neta (FLAG-Fc pl te6rico=6,19) y
fluye a través de la columna mientras las construcciones hFVII-Fc estan cargadas positivamente, y asi se unen a la
columna y eluyen a una fuerza iénica mayor. El material dializado se cargd en una columna 1,1 x 11 cm (9,9 ml) a
150 cm/hora. Durante el lavado y elucion, la velocidad de flujo se incremento hasta 500 cm/hora. La columna se lavé
secuencialmente con 8 volumenes de columna de 20 mM MES, 20 mM NacCl, pH 6,1 y 8 volimenes de columna de
20 mM MES, 40 mM NacCl, pH 6,1. La proteina unida se eluyé con 20 mM MES, 750 mM NaCl, pH 6,1. Las
fracciones de la elucidn que contenian el pico de proteina se combinaron y se esterilizaron por filtracion a través de
un disco de filtro de 0,2 um antes de almacenamiento a -80°C.

Se us6 una columna de afinidad anti-FLAG MAB para separar los dimeros de Fc quiméricos con hFVII fusionado a
ambas moléculas de Fc de aquellos con un péptido FLAG y una fusién hFVII. El combinado del eluato de Unosphere
S se diluy6 1:1 con 20 mM Tris, 50 mM NacCl, 5 mM CaCl,, pH 8 y se carg6 en una columna de sefarosa M2 anti-
FLAG de 1,6 x5 cm (Sigma Corp., St. Louis, MO) a una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora. La carga se dirigio a
< 2,5 mg hibrido monémero-dimero/ml de volumen de columna. Después de cargar la columna se lavé con 5
volimenes de columna de 20 mM Tris, 50 mM NacCl, 5 mM CaCl,, pH 8,0, entonces los hibridos monémero-dimero
se eluyeron con 100 mM Glicina, pH 3,0. Las fracciones de la elucion que contenian el pico de proteina se
neutralizaron afiadiendo 1 parte de 1 M Tris-HCI, pH 8 por 10 partes de fraccion de eluato. Los combinados se
almacenaron a - 80°C.

Ejemplo 5: Andlisis de la actividad de coagulacién de homodimero e hibridos mondmero/dimero de Factor
VIl-Fc

El kit de ensayo StaClot FVlla-rTF se adquiri6 en Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) y se modific6 como se
describe en Johannessen et al. 2000, Blood Coagulation and Fibrinolysis 11: S159. Se realizé una curva estandar
con el estandar 89/688 de FVlla de la Organizacion Mundial de la Salud. El ensayo comparé un homodimero
comprendido por dos moléculas de factor VIl y dos moléculas de Fc con un hibrido monémero/dimero comprendido
por una molécula de factor VIl y dos moléculas de Fc. Se observé una actividad de coagulacion significativa tanto
para el hibrido mondémero/dimero como para el homodimero. La actividad de coagulacion del hibrido
monomero/dimero comparada con la del homodimero fue casi cuatro veces tan alta (Figura 4).

Ejemplo 6: Unidn de Factor VII-Fc a shFcRn

La unién de factor VII-Fc al receptor de Fc neonatal humano soluble (shFcRn) se analiz6 usando un instrumento
Biacore 3000 (Blacore, Uppsala, Suecia). Se recubrié un chip CM5 (Biacore, Uppsala, Suecia) con 3.500 unidades
de resonancia (RU) de shFcRn usando quimica de amina. El factor VII-Fc se diluy6, 10 veces 6 100 veces, en 50
mM POy, pH 6,0, 100 mM NacCl, 0,01 % Tween-20 y se inyecto (en duplicado) sobre la superficie durante 10 minutos
a 10 pL/minuto. Las muestras también se inyectaron sobre una superficie con recubrimiento simulado que sirvié
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como un control de referencia. El chip se regeneré con 100 mM PO, pH 8,0. La respuesta (en RU), registrada 30
segundos antes de que parara la inyeccion, indic6é union especifica (Figura 5).

Ejemplo 7: Captacién oral de Factor VII-Fc en ratas neonatales

Se adquirieron ratas recién nacidas de 9 dias de 25 gramos en Charles River (Wilmington, MA) y se dej6 que se
aclimataran durante 24 horas. Las ratas se dosificaron oralmente con homodimero FVlla-Fc, o hibrido
mondémero/dimero (que consistia en dos cadenas de Fc, una de las cuales estaba unida a Fc-VII). Se us6 un
volumen de 200 pl de una disolucién de FVlla-Fc para una dosis de 1 mg/kg. La disolucién estaba comprendida por
un tampén Tris-HCI pH 7,4 con 5 mg/ml de inhibidor de tripsina de soja. Las ratas se sacrificaron por eutanasia con
CO; a varios puntos de tiempo, y se recogieron 200 pl de sangre por puncién cardiaca. El plasma se obtuvo por
adicion de un volumen 1/10 de disolucion al 3,8% de citrato de sodio y se centrifugd a temperatura ambiente a una
velocidad de 1.268xg. Las muestras de plasma se usaron en los ensayos frescas o congeladas a -20° C.

Las muestras se analizaron por ELISA. El ELISA Asserachrom Factor VII:Ag se realizé en las muestras de plasma
de ratas neonatales. Un ensayo ELISA Factor VII:Ag se adquirié en Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) y se realizd
como se describe en el manual del kit con un cambio. El estdndar para la curva estandar se reemplaz6 con Factor
Vlla-Fc purificado. Para los experimentos in vivo, el estdndar se corrié en el mismo porcentaje de plasma de animal
normal que el se estaba analizando. Los resultados mostraron que la administracion oral tanto de hibridos
monomero/dimero como de dimeros fue exitosa (Figura 7). Un ensayo de curso de tiempo usando hibridos
monomero/dimero demostrd niveles plasmaticos sostenidos de Factor Vlla-Fc administrado oralmente con el tiempo
con un Ty de 18 horas (Figura 6).

Ejemplo 8: Dosificacién intravenosa de Factor VII-Fc en minicerdos

Se adquirieron minicerdos adultos Gottingen (6 kg) en Marshall Farms y se dejé que se aclimataran durante dos
semanas. Los cerdos se anestesiaron con 12 mg/kg de Telazol y 8 mg/kg de Xilaxina y se dosificaron
intravenosamente a traveés de la vena yugular con 3 mi de una disolucién de 0,5 mg/kg de Factor Vlla-Fc en un
tampon Tris-HCI pH 7,4. Se recogieron tres mls de sangre en tubos vacutainer citrados (BD Sciences, Franklin
Lakes, NJ) a varios puntos de tiempo mediante puncion venosa. El plasma se obtuvo centrifugando las muestras a
temperatura ambiente a una velocidad de 1.268xg. Las muestras de plasma se congelaron a -20°C y posteriormente
se analizaron por ELISA.

Se realiz6 el ELISA Asserachrom Factor VII:Ag en las muestras de minicerdo. Un ensayo ELISA Factor VII:Ag se
adquirié en Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) y se realiz6 como se describe en el manual del kit con un cambio. El
estandar para la curva estandar se reemplazd con Factor Vlla-Fc purificado. Para los experimentos in vivo, el
estandar se corri6 en el mismo porcentaje de plasma de animal normal que el se estaba analizando. Los niveles
plasmaticos de hibrido mondémero/dimero administrado intravenosamente se muestran en la Figura 8A. Se
determin6é que la vida media era 9,4 horas. Un ensayo de curso de tiempo usando proteina quimérica hibrida
monomero/dimero demostré niveles plasmaticos sostenidos de Factor Vlla-Fc administrado intravenosamente con el
tiempo con un Ty2 de 22 horas (Figura 8A).

La actividad de coagulaciéon se midi6 con el kit de ensayo StaClot FVIla-rTF (Figura 8B). Se encontrd que el Ty, para
coagulacion era 6,4 horas para un cerdo y 5,7 para el otro cerdo.

Ejemplo 9: Clonacién de la construcciéon Fc-Factor IX

La secuencia codificadora del Factor IX humano, incluyendo la secuencia de prepropéptido, se obtuvo por
amplificacion con RT-PCR de ARN de higado humano adulto usando los cebadores siguientes:

natFIX-F: 5-TTACTGCAGAAGGTTATGCAGCGCGTGAACATG-3' (SEQ ID NO: 21)
F9-R: 5'-TTTTTCGAATTCAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATCC-3' (SEQ ID NO: 22)

Se afiadieron 20 ng de ARN de higado humano adulto (Clontech, Palo Alto, CA) y 25 pmoles de cada cebador a una
reaccion de RT-PCR usando la RT-PCR en Una Etapa Superscript™ con sistema PLATINUM® Taq (Invitrogen,
Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante. La reaccion se llevd a cabo en un Termociclador MJ usando los
ciclos siguientes: 50°C 30 minutos; 94°C 2 minutos; 35 ciclos de (94°C 30 segundos, 58°C 30 segundos, 72°C 1
minuto), y un final de 72°C durante 10 minutos. El fragmento se purificé con gel usando el Kit de Extraccion en Gel
Qiagen (Qiagen, Valencia, CA), y se digiri6 con Pstl-EcoRI, se purific6 con gel, y se cloné en el digerido
correspondiente del plasmido pED.dC.XFc. Las secuencias de aminoacidos y de ADN del factor IX-Fc se muestran
en la Figura 9.

Ejemplo 10: Expresion y purificacion del homodimero e hibrido monémero-dimero de Factor IX-Fc

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan Factor IX-Fc. Las células DG44 se sembraron en placas en
placas petri de cultivo tisular de 100 mm y se crecieron hasta una confluencia de 50%-60%. Se usé un total de 10 ug
de ADN para transfectar una placa de 100 mm: para la transfeccion del homodimero, se usaron 8 ug de
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pED.dC.Factor IX-Fc + 2 ug de pcDNAG6-PACE; para la transfeccion del hibrido monémero-dimero, se usaron 8 ug
de pED.dC.Factor IX-Fc + 1 ug de pcDNA3-FlagFc +1 ug pcDNA6G-PACE. Las células se transfectaron como se
describe en el manual del reactivo de transfeccion Superfect (Qiagen, Valencia, CA). El medio se retir6 de la
transfeccion después de 48 horas y se reemplaz6 por MEM Alfa sin nucleésidos méas 5% suero bovino fetal dializado
y 10 pg/ml de Blasticidina (Invitrogen, Carlsbad, CA) para ambas transfecciones, mientras la transfeccién de hibrido
mondémero-dimero también se suplement6 con 0,2 mg/ml geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 3 dias,
las células se liberaron de la placa con 0,25% tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo tisular T25, y la
seleccién se continudé durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a crecer bien al establecerse lineas
celulares estables. La expresion de proteina se amplificd posteriormente por la adicion de 10 nM ¢é 100 nM
metotrexato para el homodimero o hibrido monémero-dimero, respectivamente.

Para ambas lineas celulares, aproximadamente 2 x 10" células se usaron para inocular 300 ml de medio de
crecimiento en una botella rotatoria de 1.700 cm? (Coming, Coming, NY), suplementado con 5 pg/L de vitamina Ks
(bisulfito soédico de menadiona) (Sigma, St Louis, MO). Las botellas rotatorias se incubaron en 5% CO; a 37°C
durante aproximadamente 72 horas. El medio de crecimiento se intercambi6 con 300 ml de medio de produccion sin
suero (DMEM/F12 con 5 pg/ml insulina bovina y 10 pg/ml Gentamicina), suplementado con 5 pg/L de vitamina Ks. El
medio de produccion (medio condicionado) se recogié cada dia durante 10 dias y se almacend a 4°C. Se afiadio
medio de produccion fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y la botellas se retornaron al
incubador. Antes de la cromatografia, el medio se aclaré usando un filtro SuporCap-100 (0,8/0,2 pum) de Pall Gelman
Sciences (Ann Arbor, MI). Todas las etapas siguientes se realizaron a 4°C. El medio aclarado se aplico a una
Proteina A Sefarosa, se lavo con 5 volimenes de columna de 1X PBS (10 mM fosfato, pH 7,4, 2,7 mM KCI, y 137
mM NacCl), se eluyé con 0,1 M glicina, pH 2,7, y se neutralizd con 1/10 volumen de 1 M Tris-HCI, pH 9,0. La proteina
se dializ6 en PBS.

La muestra de proteina de transfeccion hibrido mondmero-dimero se sometié a purificacion adicional, ya que
contenia una mezcla de homodimero FIX-Fc:FIX-Fc, hibrido monémero-dimero FIX-Fc:Flag-Fc, y homodimero Flag-
Fc:Flag-Fc. El material se concentré y se aplicéd a una columna de Grado Prep Superdex 200 de 2,6 cm x 60 cm
(318 ml) a una velocidad de flujo de 4 ml/minuto (36 cm/hora) y se eluyd con 3 volimenes de columna de 1X PBS.
Las fracciones correspondientes a dos picos en el detector UV se recogieron y analizaron por SDS-PAGE. Las
fracciones del primer pico contenian bien el homodimero FIX-Fc:FIX-Fc o el hibrido mondémero-dimero FIX-
Fc:FlagFc, mientras el segundo pico contenia el homodimero FlagFc:FlagFc. Todas las fracciones que contenian el
hibrido monémero-dimero pero no el homodimero FlagFc se combinaron y se aplicaron directamente a una columna
de M2 anti-FLAG sefarosa de 1,6 x 5 cm (Sigma Corp., St. Louis, MO) a una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora.
Después de cargar, la columna se lavé con 5 volimenes de columna de PBS. Los hibridos monémero-dimero se
eluyeron con 100 mM Gilicina, pH 3,0. Las fracciones de la elucién que contenian el pico de proteina se neutralizaron
afiadiendo 1/10 volumen de 1 M Tris-HCI, y se analizaron por SDS-PAGE reductora y no reductora. Las fracciones
se dializaron en PBS, se concentraron hasta 1-5 mg/ml, y se almacenaron a -80°C.

Debe entenderse que todos los nUmeros que expresen cantidades de ingredientes, condiciones de reaccion, etc.
usados en la especificacion y las reivindicaciones estan modificados en todos los casos por el término
"aproximadamente". De acuerdo con esto, a menos que se indique lo contrario, los pardmetros numeéricos indicados
en la especificaciéon y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que se buscan obtener por la presente invencion. Como minimo, y no como un intento de
limitar la aplicacion de la doctrina de los equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro numeérico
se debe considerar a la luz del nimero de digitos significativos y las estrategias de redondeo habituales.

Las realizaciones especificas descritas en la presente memoria se ofrecen s6lo como ejemplo y no se pretende que
sean limitantes de ninguna manera. Se pretende que la especificacion y los ejemplos se consideren s6lo como
ejemplares, indicandose un alcance cierto de la invencidn por las reivindicaciones.

Los casos preferidos de la presente descripcion se describen a continuacién y se refieren como casos E1 a E15.

E1l. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina quimérica y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, en la que dicha proteina quimérica comprende al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina que es una pareja de unién de FcRn, un factor de coagulacién seleccionado de Factor
VII, un analogo del Factor VII, Factor Vlla y un analogo del Factor Vlla, y opcionalmente al menos un conector y en
la que dicha composicién farmacéutica es para el tratamiento de un trastorno hemostatico.

E2. La composicién farmacéutica de E1, que reduce el riesgo de incurrir en un episodio hemorragico, infeccion, u
oclusidn del sitio de infeccion asociado con una administracion parenteral.

E3. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1 6 2, que tiene una vida media sérica o biodisponibilidad
incrementada.

E4. La composicion farmacéutica de E1, que se formula para administracion intravenosa, subcutanea, intra-
muscular, oral, sublingual, bucal, nasal, rectal, vaginal o a través de la ruta pulmonar o a través de una superficie
mucosal
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E5. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1-4, que se formula para administraciéon a una dosis de 0,1-
1.000 pg/kg.

E6. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1-5, en la que la al menos una parte de una regién
constante de inmunoglobulina comprende un fragmento Fc.

E7. La composicion farmacéutica de E6, en la que el fragmento Fc es SEQ ID NO: 2.

E 8. La composicién farmacéutica de uno cualquiera de E1-7, en la que la proteina quimérica comprende SEQ ID
NO: 1.

E 9. La composicién farmacéutica de uno cualquiera de E1-8, en la que dicha proteina quimérica es un dimero.
E 10. La composicion farmacéutica de E9, en la que dicho dimero es un homodimero.

E 11. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1-9, en la que dicha proteina quimérica es un hibrido
monomero dimero.

E 12. La composicion farmacéutica de E1, en la que la proteina quimérica comprende la formula
X-L-F

En la que F es un fragmento Fc de una inmunoglobulina y L es un conector o un enlace directo, y X es Factor VII, un
fragmento biol6gicamente activo del Factor VII, Factor Vlla, o un fragmento biolégicamente activo del Factor Vlla.

E 13. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1-12, en la que dicho conector comprende
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 aminoéacidos.

E 14. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de E1-13, en la que el conector comprende la secuencia -
(GGS)n- 0 (GGGGS)y, en las que n es un nimero entero de aproximadamente 1 a aproximadamente 10.

E 15. Una proteina quimérica que comprende (i) al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina
que es una pareja de union de FcRn, (ii) un factor de coagulacion seleccionado de Factor VII, un analogo del Factor
VII, Factor Vlla y un anélogo del Factor Vlla, y opcionalmente (iii) al menos un conector, para el tratamiento de un
trastorno hemostatico.
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Pro

Cys

Pro

Val

Leu

Thr

Asn

210

Glu

Ile

Leu

Leu

val

290

Gly

Met

Asn

Lys

Tyr

370

Gly

Tyr

Gly

Pro

Ile
Gly
Leu
Thr
195
Trp
His
Pro
Leu
Cys
275
Axg
Ala
Thr
Ile
Asp
355
Arg
Cys
Ile

val

Pro
435

Leu
Gly
Leu
180
Ile
Arg
Asp
Ser
Arg
260
Leu
Phe
Thr
Gln
Thr
340
Ser
Gly
Ala
Glu
Leu

420

Cys

Glu
Lys
165
vVal
Trp
Asn
Gly
Thr
245
Leu
Pro
Ser
Ala
Asp
325
Glu
Cys
Thr
Thr
Glu
405

Leu

Pro

Lys
150
val
Asn
val
Leu
Asp
230
Tyr
His
Glu
Leu
Leu
310
Cys
Glu
Lys
Trp
val
390
Trp

Arg

Ala

Arg

Cys

Gly

val

Ile

215

Glu

val

Gln

Glu

val

295

Glu

Leu

Tyr

Gly

Tyr

375

Gly

Leu

Ala

Pro

Asn

Pro

Ala

Ser

200

Ile

Gln

Pro

Pro

Arg

280

Ser

Leu

Gln

Met

Asp

360

Leu

His

Gln

Pro

Glu
440

ES 2558 102 T3

Asn

Lys

Gln

185

Ala

Ala

Ser

Gly

vVal

265

Thr

Gly

Met

Gln

Phe

345

Ser

Thr

Phe

Lys

Phe

425

Leu

Ala
Gly
170
Leu
Ala
val
Arg
Thr
250
Val
Phe
Tcp
val
Ser
330
Cys
Gly
Gly
Gly
Leu
410

Phe

Leu

Ser
155"
Glu
Cys
His
Leu
Arg
235

Thr

Leu

Ser

Gly
Leu
3158
Arg
Ala
Gly
Ile
Val
395
Met

Pro

Gly

Lys

Cys

Gly

Cys

Gly

220

Val

Asn

Thr

Glu

Gly

300

Asn

Lys

Gly

Gly

val

380

Tyx

Arg

Asp

Gly

25

Pro

Pro

Gly

Phe

205

Glu

Val

His

Asp

Arg

285

Gln

val

vVal

Tyr

Pro

365

Ser

Thr

Ser

Lys

Pro
445

Gln

Pro

Thr

190

Asp

His

Ala

Asp

His

270

Thr

Leu

Pro

Gly

Ser

350

His

Trp

Arg

Glu

Thr

430

Ser

Gly

Trp

175

Leu

Lys

Asp

Gln

Ile

255

val

Leu

Leu

Arg

Asp

335

Asp

Ala

Gly

val

Pxo
415

His

Ser

Arg

160

Gln

Ile

Ile

Leu

vVal

240

Ala

Val

Ala

Asp

Leu

320

Ser

Gly

Thr

Gly

Ser

400

Arg

Thr

vVal



Phe Leu Phe
450

Pro Glu Val
465

Glu Val Lys
Ala Lys Thr
Val Val Ser

515

Glu Tyr Tyr
530

Glu Lys Thr
545 .

Val Tyr Thr
Val Ser Leu
Val Val Glu

595

Thr Pro Vval
610

Leu Thr Val
625

Cys Ser Val
Ser Leu Ser

<210> 2
<211> 239
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro
val
Phe
Lys
500
Val
Lys
Ile
Leu
Thr
580
Trp
Leu
Asp
Met

Leu
660

Pro

Thr

Asn

485

Pro

Leu

Cys

Ser

Pro

565

Cys

Glu

Asp

Lys

His

645

Ser

Lys
Cys
470
Trp
Arg
Thr
Lys
Lys
550
Pro
Leu
Ser
Asp
Ser
630

Glu

Pro

Pro
455
val
Tyr
Glu
Val
val
535
Ala
Ser
val
Asn
Ser
615
Arg

Ala

Gly

Lys

val

val

Glu

Leu

520

Ser

Ala

Arqg

Lys

Gly

600

Asp

Trp

Leu

Lys

ES 2558 102 T3

Asp
Val
val
Gln
505
His
Asn
Lys
Asp
Gly
585
Gln
Gly
Gln

His

Thr

Asp

Asp

490

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

570

Phe

Pro

Ser

Gln

Asn
650

Leu
val
475
Gly
Asn
Asp
Ala
Gln
555
Leu
Tyr
Glu
Phe
Gln

635

His

Met
460
Ser
val
Ser
Trp
Leu
540
Pro
Thr
Pro
Asn
Phe
620

Gly

Tyr

Ile

His

Glu

Thr

Leu

525

Pro

Arg

Thr

Ser

Asn

605

Leu

Asn

Thr

Ser

Glu

val

Thr

510

Asn

Ala

Glu

Lys

Asp

590

Tyr

Tyr

val

Gln

Arg

Asp

His

495

Tyr

Gly

Pro

Pro

Asn

575

Ile

Lys

Ser

Phe

Lys
655

Thr

Pro

480

Asn

Arg

Lys

Ile

Gln

560

Gln

Ala

Thr

Lys

Ser

640

Lys

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 2

1

10

15

Phe Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
5

Leu Gly Gly Pro Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp

26



10

15

Thr Leu

val
50

Asp

Asp
65

Gly
Tyr Asn
Gln Asp

Lys Ala

Met

Ser

vVal

Ser

Trp

Leu

20

Ile Ser

Glu

Glu val

Thr Thr

Leu Asn

100

Pro Ala

115

Gln
130

Gly

Glu
145

Leu
Phe Tyr
Glu

Pro

Ser Phe

Pro

Thr

Pro

Asn

Phe

Arg Glu

Thr Lys

Arg

Asp

His

70

Tyr

Gly

Pro

Pro

Asn

Thr Pro

40

Pro Glu

Asn Ala

Arg Val

Lys Glu

Ile Glu

120

Gln
135

val

Gln Val

150

Ser Asp

165

Asn
180

Tyr

Leu Tyr

195

Gln Gln

210

Asn His

225

<210> 3
<211> 682
<212> ADN

Gly

Tyr

Asn Val

Thr Gln

Ile

Lys

Ser

Phe

Lys

Ala Val

Thr Thr

Leu
200

Lys

Ser
215

Cys

Lys Ser

230

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 3

gacaaaactc
ttcctcttec
tgcgtggtag
ggcgtggagg
cgtgtggtca

gtcaaggtct
agggcagcecc
gaaccaggtc
gtgggagage
cgacggctce
gaacgtcttc
cctctecctg

<210> 4
<211> 1900
<212> ADN

acacgtgccc
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac

ccaacaaagc
cgagaaccac
agectgacet
aatgggcagc
ttcttectct
tcatgcteccg
tcteccgggta

<213> Secuencia Artificial

<220>

gccgtgecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgcac

cceteccage
aggtgtacac
gectggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aa

ES 2558 102 T3

25

Glu val val

val Lys Phe

Lys Thr Lys

75
val

val Ser

90

Tyr
105

Tyr Lys

Lys Thr Ile

Tyr Thr Leu

Thr
155

Ser Leu

Val Glu

170

Trp

Pro Val Leu

185
val

Thr Asp

Ser Val Met

Leu
235

Leu Ser

Secuencia de

gctccggaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagg
caggactggc

ccccatcgag
cctgccccca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

30

Thr Cys

45

Asn
60

Trp
Pro Axg
Leu Thr

Cys Lys

val

Tyr

Glu

val

Val

val val

val val

Glu Gln

80

Leu His

Ser Asn

110

Ser Lys

125
Pro Pro
140.

Cys Leu

Glu

Ser

Asp Asp

Ala

Ser

Val

Asn

Ser

Ala Lys

Arg Asp

Lys Gly

160
Gly Gln
175

Asp Gly

190

Ser
205

Lys
His Glu
220

Ser Pro

Arg

Ala

Gly

Trp Gln

Leu His

Lys

nucledtidos sintética

tgctgggegg
cccggaccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa

aaaaccatct
tceccgggatg
cccagegaca
acgcctcccg
aagagcaggt
aaccactaca

accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaat

ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgccgtgga
tgttggactc

ggcagcaggg
cgcagaagag

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Construccion de nucledétidos sintética

27

60

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
682



10

15

20

25

<400> 4
gccaacgcgt
cagtgctcct
tggatttctt
tgcaaggacc
tgtgagacgc
tactgcagtg
ctggcagacg
ctagaaaaaa
aaaggggagt
accctgatca
tggaggaacc
cagagccgge
cacgacatcg
ctctgectge
gtcagcggct
aacgtgccce
ccaaatatca
aagggggaca
atcgtcagct
tcccagtaca
ctgcgagccc
ctgggcggac
cggaccccetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
aaccatctcc
ccgggatgag
cagcgacatc
gcecteecegtg
gagcaggtgg
ccactacacgqg

<210>5
<211> 30
<212> PRT

tcctggagga
tcgaggaggce
acagtgatgg
agctccagtc
acaaggatga
accacacggg
gggtgtcctg
gaaatgccag
gtccatggca
acaccatctg
tgatcgcgat
gggtggcgcea
cgctgectecg
ccgaacggac
ggggccagcet
ggctgatgac
cggagtacat
gtggaggccc
ggggccaggg
tcgagtggct
catttcccga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaatgt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gccgtggagt
ttggactccg
cagcagggga
cagaagagcc

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<220>

<221> REPETICION
<222> (1)..(30)

<223> Este péptido puede englobar 3 a 30 residuos como se especifica en la solicitud

<400> 5
1

gctgcggceceg
ccgggagatc
ggaccagtgt
ctatatctgc
ccagctgatc
caccaagcgc
cacacccaca
caaaccccaa
ggtcctgttg
ggtggtctcc
gctgggcegag
ggtcatcatc
cctgcaccag
gttctctgag
gctggaccgt
ccaggactge
gttctgtgcee
acatgccacc
ctgcgcaacc
gcaaaagctc
caaaactcac
cctcttececece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttctc
tctcectgte

ES 2558 102 T3

ggctccetgg
ttcaaggacgqg
gcctcaagte
ttctgecctce
tgtgtgaacg
tcctgteggt
gttgaatatc
ggccgaattg
ttggtgaatg
gecggececact
cacgacctca
cccagcacgt
cccgtggtec
aggacgctgg
ggcgceccacgg
ctgcagcagt
ggctactcgg
cactaccggg
gtgggccact
atgcgctcag
acgtgecececge
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagcceg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

agagggagtg
cggagaggac
catgccagaa
ctgccttega
agaacggcgg
gccacgaggg
catgtggaaa
tggggggcaa
gagctcagtt
gtttcgacaa
gcgagcacga
acgtcccgygg
tcactgacca
ccttcgtgeg
ccctggagct
cacggaaggt
atggcagcaa
gcacgtggta
ttggggtgta
agccacgece
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
ctcccagcece
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

Péptido conector sintético

10

caaggaggag
gaagctgttc
tgggggctcce
gggccggaac
ctgtgagcag
gtactctctg
aatacctatt
ggtgtgccce
gtgtgggggg
aatcaagaac
cggggatgag
caccaccaac
tgtggtgccce
cttctcattg
catggtcctc
gggagactcc
ggactcctgce
cctgacgggc
caccagggtc
aggagtcctc
tceggaactg
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
ccatcgagaa
tgcceccatce
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
. 5 15

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
30

<210> 6
<211>3
<212> PRT

20

<213> Secuencia Artificial

<220>

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido conector sintético

<400> 6

Gly Gly Gly
1

<210>7
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido conector sintético

28
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30

35

40

45
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<400> 7
Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

<210>8

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido conector sintético

<400> 8

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly G
1 5 10

<210>9

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido conector sintético

<400>9
1
Gly Ser

<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 10
gctggctagce caccatgga 19

<210> 11

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 11
cttgtcatcg tcgtecttgt agtcgtcacc agtggaacct ggaac

<210> 12

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 12

45

ly
15

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
5 10 15

gactacaagg acgacgatga caaggacaaa actcacacat gcccaccgtg cccagetccg €0

gaactcc

<210> 13

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

29
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50
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 13
tagtggatcc tcatttaccc g 21

<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 14
ggtaagctty ccatggagct gaggecctgg ttge 34

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 15
gttttcaatc tctaggaccc actcgcec 27

<210> 16

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 16
gccaggccac atgactactc cgc 23

<210> 17

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 17
ggtgaattct cactcaggca ggtgtgaggg cage 34

<210> 18

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 18
gctacctgca ggecaccatg gtctcccagg cectcagg 38

<210> 19

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

30



10

15

20

25

30

ES 2558 102 T3

<400> 19
cagttccgga getgggeacg gegggeacgt gtgagtittg tcgggaaatg g 51

<210> 20

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 20
ttactgcaga aggttatgca gcgcgtgaac atg 33

<210>21

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 21
tttttcgaat tcagtgagct ttgttttttc cttaatcc 38

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 22
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 23

<211> 696

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Construccion de aminoacidos sintética

31



<400> 23

Met
Ile
Asp
Ser
Met
Thr
Cys
Asn

Glu

Gln
Cys
His
Gly

50
Glu
Glu
Glu

Ser

Leu
130

Arg

Leu

Glu

35

Lys

Glu

Arg

Ser

Tyr

115

Asp

val

Leu

20

Asn

Leu

Lys

Thr

Asn

100

Glu

val

Asn

Gly

Ala

Glu

Cys

Thr

85

Pro

Cys

Thr

Met

Tyr

Asn

Glu

Ser

70

Glu

Cys

Trp

Cys

Ile

Leu

Lys

Phe

Phe

Phe

Leu

Cys

Asn
135

Met

Leu

Ile

40

val

Glu

Trp

Asn

Pro

120

Ile

ES 2558 102 T3

Ala
Ser

25
Leu
Gln
Glu
Lys
Gly
105

Phe

Lys

Glu Ser
10

Ala Glu

Asn Arg

Gly Asn

Ala Arg

75

Gln Tyr
90

Gly Ser

Gly Phe

Asn Gly

Pro
Cys
Pro
Leu

60
Glu
Val
Cys

Glu

Arg
140

32

Gly

Thr

Lys

45

Glu

Val

Asp

Lys

Gly

125

Cys

Leu

val

30

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Ile
15

Phe

Tyxr

‘Glu

Glu
Asp

95
Asp

Asn

Gln

Thr

Leu

Asn

Cys

Asn

80

Gln

Ile

Cys

Phe



Cys
145
Tyr
Pro
Glu
Thr
Thr
225
Gln
Val
val
His
Tyr
305
Leu
Ala
val
Leu
Ser
385
Glu

Thr

Glu

Lys

Arg

Cys

Thr

Ile

210

Arg

Val

Asn

Lys

Thr

290

Asn

Asp

Asp

Ser

Gln

370

Thr

Gly

Glu

Glu

Asn

Leu

Gly

Val

195

Leu

Vval

val

Glu

Ile

275

Glu

Ala

Glu

Lys

Gly

355

Tyr

Lys

Gly

Val

Cys
435

Ser

Ala

Arg

180

Phe

Asp

val

Leu

Lys

260

Thx

Gln

Ala

Pro

Glu

340

Leu

Phe

Arg

Glu

420

Ala

Ala

Glu

165

val

Pro

Asn

Gly

Asn

245

Trp

val

Lys

Ile

Leu

325

Tyr

Gly

Arg

Thr

Asp

405

Gly

Met

Asp

150

Asn

Ser

Asp

Ile

Gly

230

Gly

Ile

val

Arg

Asn

310

val

Thr

Arg

val

Ile

390

Ser

Thr

Lys

Asn

Gln

val

val

Thr

215

Glu

Lys

Val

Ala

Asn

295

Lys

Leu

Asn

val

Pro

375

Tyr

Cys

Ser

Gly

Lys

Lys

Ser

Asp

200

Gln

Asp

val

Thr

Gly

280

val

Tyr

Asn

Ile

Phe

360

Leu

Asn

Gln

Phe

Lys
440

ES 2558 102 T3

val

Ser

Gln

185

Tyr

Ser

Ala

Asp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Ser

Phe

345

His

Val

Asn

Gly

Leu

425

Tyr

val
Cys
170
Thr
val
Thr
Lys
Ala
250
Ala
His
Arg
His
Tyr
330
Leu
Lys
Asp
Met
Asp
410

Thx

Gly

Cys

155

Glu

Ser

Asn

Gln

Pro

235

Phe

His

Asn

Ile

Asp

315

val

Lys

Gly

Arg

Phe

395

Ser

Gly

Ile

Ser
Pro
Lys
Ser
Ser
220
Gly
Cys
Cys
Ile
Ile
300
Ile
Thr
Phe
Arg
Ala
380
Cys
Gly

Ile

Tyr

33

Cys

Ala

Leu
Thr
205
Phe
Gln
Gly
val
Glu
285
Pro
Ala
Pro
Gly
Ser
365
Th;:
Ala
Gly

Ile

Thr
445

Thr
Val
Thr
190
Glu
Asn
Phe
Gly
Glu
270
Glu
His
Leu
Ile
Ser
350
Ala
Cys
Gly
Pro
Ser

430

Lys

Glu

Pro

175

Arg

Ala

Asp

Pro

Ser

255

Thr

Thr

His

Leu

Cys

335

Gly

Leu

Leu

Phe

His

415

Trp

Val

Gly
160
Phe
Ala
Glu
Phe
Trp
240
Ile
Gly
Glu
Asn
Glu
320
Ile
Tyr
Val
Arg
His
400
Val

Gly

Ser



ES 2558 102 T3

Arg Tyr Val Asn Trp Ile Lys Glu Lys Thr Lys Leu Thr Glu Phe Ala
450 455 460

Gly Ala Ala Ala Val Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
465 470 475 480

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
. 485 490 495

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
500 505 510

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
515 520 525

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
530 535 540

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
545 550 555 560

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
565 570 575

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
580 585 590

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
595 600 605

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
610 615 620

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
625" 630 635 640

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
645 650 655

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
660 665 670

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
675 680 685

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
690 695

<210> 24

<211> 2091

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Construccion de oligonucledtido sintética

34



10

15

20

25

<400> 24

atgcagcgeg
ggatatctac
ctgaatcggc
gagagagaat
actgaaagaa
ccatgtttaa
tttggatttg
tgcgagcagt
tatcgacttg
gtttctgttt
tatgtaaatt
tttaatgact
caggttgttt
tggattgtaa
gaacataata
cctcaccaca
ctggacgaac
tacacgaaca
cacaaaggga
acatgtctte
gaaggaggta
gggaccagtt
tatggaatat
actgaattcg
cctgaactcc
atgatctccce
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccccecatece
ttctatccca
aagaccacgce
gtggacaaga
ctgcacaacc

<210> 25
<211>11
<212> PRT

tgaacatgat
tcagtgctga
caaagaggta
gtatggaaga
caactgaatt
atggcggcag
aaggaaagaa
tttgtaaaaa
cagaaaacca
cacaaacttc
ctactgaagc
tcactcgggt
tgaatggtaa
ctgctgececa
ttgaggagac
actacaatgc
ccttagtgcet
tettectcaa
gatcagcttt
gatctacaaa
gagattcatg
tcttaactgg
ataccaaggt
ccggecgeecge
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagcect
gcgacatcgce
ctcecegtgtt
gcaggtggca
actacacgca

<213> Secuencia Artificial

<220>

catggcagaa
atgtacagtt
taattcaggt
aaagtgtagt
ttggaagcag
ttgcaaggat
ctgtgaatta
tagtgctgat
gaagtcctgt
taagctcacc
tgaaaccatt
tgttggtgga
agttgatgca
ctgtgttgaa
agaacataca
agctattaat
aaacagctac
atttggatct
agttcttcag
gttcaccatc
tcaaggagat
aattattagc
atcceggtat
tgcggtcgac
gtcagtcttce
ggtcacatge
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagcctc

ES 2558 102 T3

tcaccaggcc
tttcttgatc
aaattggaag
tttgaagaag
tatgttgatg
gacattaatt
gatgtaacat
aacaaggtgg
gaaccagcag
cgtgctgaga
ttggataaca
gaagatgcca
ttctgtggag
actggtgtta
gagcaaaagc
aagtacaacc
gttacaccta
ggctatgtaa
taccttagag
tataacaaca
agtgggggac
tggggtgaag
gtcaactgga
aaaactcaca
ctcttcccee
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttct
gtcttctcat
tcectgtcetce

tcatcaccat
atgaaaacgce
agtttgttca
cacgagaagt
gagatcagtg
cctatgaatg
gtaacattaa
tttgctcctg
tgccatttcee
ctgtttttcc
tcactcaaag
aaccaggtca
gctctatcgt
aaattacagt
gaaatgtgat
atgacattgqc
tttgcattgc
gtggctgggg
ttccacttgt
tgttctgtgce
cccatgttac
agtgtgcaat
ttaaggaaaa
catgcccace
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat
cgggtaaatg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 25

Pro Lys Asn Ser Ser Met Ile Ser Asn Thr Pro

1

<210> 26
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 26

His Gln Ser Leu Gly Thr Gln

1

<210> 27
<211>8
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 27

His Gln Asn Leu Ser Asp Gly Lys

1

5

35

ctgcctttta
caacaaaatt
agggaacctt
ttttgaaaac
tgagtccaat
ttggtgtcce
gaatggcaga
tactgaggga
atgtggaaga
tgatgtggac
cacccaatca
attcccttgg
taatgaaaaa
tgtcgcaggt
tcgaattatt
ccttctggaa
tgacaaggaa
aagagtcttc
tgaccgagcc
tggcttccat
tgaagtggaa
gaaaggcaaa
aacaaagctc
gtgcccagceca
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
ccecagccecce
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2091
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<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 28
His Gln Asn Jle Ser Asp Gly Lys
1 5

<210> 29

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 29
Val Ile Ser Ser His Leu Gly Gln
1 5

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido conector sintético

<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(10)

<223> Este péptido puede englobar 1 a 10 residuos segln se especifica en la solicitud

<400> 30

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 .5 10

<210> 31

<211>50

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido conector sintético

<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(50)

<223> Este péptido puede englobar 5 a 50 residuos segln se especifica en la solicitud

<400> 31
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Ser
50

36
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina quimérica que comprende una primera cadena y una segunda cadena, en la que dicha primera
cadena comprende una region constante de inmunoglobulina o parte de ésta, que es una pareja de union del
receptor de Fc neonatal (FcRn), y un factor de la coagulacién, y en la que dicha segunda cadena comprende una
region constante de inmunoglobulina o parte de ésta, que es una pareja de union de FcRn, sin un factor de la
coagulacion.

2. La proteina quimérica de la reivindicacién 1, en la que el factor de coagulacién es factor VI, factor 1X, factor X,
factor XII, fibrindgeno, protrombina, factor V, factor X, factor XIll, factor VIl o factor Vlla.

3. La proteina quimérica de la reivindicacién 2, en la que el factor de coagulacién es factor VIII.
4. La proteina quimérica de la reivindicacion 2, en la que el factor de coagulacion es factor IX.
5. La proteina quimérica de la reivindicacién 2, en la que el factor de coagulacién es factor VIl o factor Vlla.

6. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la parte de la regién constante de
inmunoglobulina en la primera cadena es un fragmento Fc y la parte de la region constante de inmunoglobulina en la
segunda cadena es un fragmento Fc.

7. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en un método de tratamiento.

8. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento de un trastorno
hemostatico.

9. La proteina quimérica para uso de la reivindicacion 8, en la que el trastorno hemostatico es hemofilia A o B.

10. Una primera construccion de ADN y una segunda construccién de ADN que conjuntamente codifican la proteina
quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la primera construccion de ADN codifica la
primera cadena de dicha proteina quimérica y la segunda construccion de ADN codifica la segunda cadena de dicha
proteina quimérica.

11. Un vector que comprende la primera y segunda construcciones de ADN de la reivindicacion 10, o un primer
vector que codifica la primera construccion de ADN de la reivindicacion 10 y un segundo vector que codifica la
segunda construccion de ADN de la reivindicacion 10.

12. Una célula huésped que comprende la primera y segunda construcciones de ADN de la reivindicacion 10, o el
vector o vectores de la reivindicacion 11.

13. Un método para preparar una proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el
método comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 12, en la que la proteina quimérica se expresa.

14. Una composicién farmacéutica que comprende una proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7, 8 6 9, en la que la proteina
qguimérica es para administrarse intravenosamente, subcutaneamente, intramuscularmente, o a través de una
superficie mucosal.

16. Una proteina quimérica que tiene una parte monomérica y una parte dimérica, en la que la parte dimérica
comprende dos regiones constantes de inmunoglobulina o partes de éstas, cada una de las cuales es una pareja de
unioén del receptor Fc neonatal (FcRn), y la parte monomérica comprende un factor de la coagulacion que esta unido
a una de las dos regiones constantes de inmunoglobulina o partes de éstas.
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Factor V1la/Fc

Fig. 2

Activo

Inactivo
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Fig. 3A

ala asn
glu arg
ala arg
trp ile
pro cys
ser tyxr
cys glu

glu asn

leu ala
pro cys
ser lys
lys gly
gly ala
trp val
trp arg
ser glu
gln val

his asp

ala
glu
glu
ser

gln

ile

thr

aly

- lys

asp
gly
pro
glu
gln
val
asn
his
ile

ile

phe

ile
tyr
asn
cys
his
gly
arg
gly
lys
gln
cys
leu
ser
leu
asp
ile

ala

leu
lys
phe
ser
gly
phe
lys
cys
ser
val
ile
gly
pro
cys
ala
ile
gly
pro

leu
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leu
glu
lys

Ber

cys
lys
glu
cys
val
pro
arg
pro
gly
ala
ile
asp
ser

leu

glu
glu
asp
asp
ser
leun
asp
gln
arg
ser
ile
ile
txrp
gly
his
ala
glu
thr

leu

40

glu
gln
ala
qly
cys
pro
asp
tyr
cys
cys
leu
val
gln
thr
cys
val
gln
tyr

arg

leu

val
leu
phe
leu
ser
val

leu

arg pro
ser phe
arg thr
gln cys
asp gln
phe glu
lTeu ile
ser asp
glu gly
pro thr
lys arg
gly lys
leu leu
ile asn
asp lys
gly glu
arg arg
pro gly
his gln

gly
glu
lys
ala
len
gly
cys

his

tyr

val
asn
val
leu
thr
ile
his
val
thr

pro

ser

glu
leu
ser
leu
arg
val
his
ser
glu
asn
cys
val

thr

asp
val
thr

val

leu
glﬁ
phe

ser

asn
asn
thr
leu
tyxr
ala
pro
asn
ile
asn
leu
ala
asn

wval
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leu thr asp his val val pro leu cys leu pro glu glu arg
thr phe ser glu arg thr leu ala phe val arg phe ser leu
val ser gly trp gly gly gln leu leu asp arg gly ala thr
ala leu glu leu met val leu asn val pro arg leu leu met
thr gln asp cys leu gln gln ser arg lys val gly asp ser
pro asn ile thr glu glu tyr met phe cys ala gly tyr ser
asp gly ser lys asp ser cys lys gly asp ser gly gly gly
pro his ala thr his tyr arg gly thr trp tyr leu thr gly
ile val ser trp gly gly gln gly cys ala thr val gly hié
phe gly val tyr thr arg val ser gln tyr ile glu glu trp
leu gln lys leu met arg ser glu pro arg pro gly val leu
leu arg ala pro phe phe pro asp lys thr his thr cys'prc
pro cys pro ala pro glu leu leu gly gly pro ser ser wval
phe 1e; phe pro pro lys pro lys asp thr leu met ile ser
arg thr pro glu val val thr cys val val val asp val ser
his glu asp pro glu val lys phe asn trp tyr val val asp
gly val glu val his asn ala lys thr lys pro arg glu glu
gln tyr asn ser thr thr tyr arg val val ser val leu thr
val leu his gln asp trp leu asn gly lys glu tyx tyr lys

cys lys val ser asn lys ala leu pro ala pro ile glu lys

41



thr
val
"asn
ser
glu
gly
arg
his

ser

ile

tyr

asp
asn
ser
tIp
glu

leu

sexr lys
thr leu
val ser
ile ala
asn tyr
phe phe
gln gln
ala leu

EEer pro

ala
pro
leu
val
lys
leu
gln
his

gly
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ala
l:;ro
thr
val
thr
tyr
gly
asn

lys

lys
ser
cys
glu
thr
ser
asn

his

gly
arg
leu
trp
pPro
lys
val

tyx

gln
asp
val
glu
val
leu
phe

thr

pro
glu
lys
ser
leu
thr
serxr

gln

(SEQ ID NO:1)

42

arg
leu
gly
asn
asp
val
cys

lys

glu pro gln

thr
rhe
gly
asp
asp

ser

.1}?5

thr

tyr
gln

ser

val

serxr

lys
pro
pro
ﬁsp
ser

met

leu



Fig. 3B

phe pro asp lys
glu leu leu gly
lys pro lys asp
val thr cys val
val lys phe asn
asn alé lys thr
thr tyr arg val
trp leu asn gly
lys ala leu pro
ala lys gly gln
pPro ser arg asp
thr cys leu val
val glu trp glu
thr thr pro val
tyr ser lys leu
gly asn val phe

asn his tyr thr

thr
gly
thx
val
trp
lys
val
lys
ala
pPro

glu

serx

leu’

thr
ser

gln

lys {SEQ ID NO:2)
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his
pro
leu
val
tyr
pro
ser
glu

pro

arg

leun
gly
asn
asp
val

cys

thr
ser
met
asp
val
arg
val
tyr
ile
glu
thr
phe
aly
asp
asp
ser

lys

cys
ser
ile
val
val
glu
leu
tyr
glu
pro
thr
tyr
gln
serxr
lys
val

BEX

43

pro
val
ser
ser
asp
glu

thr

pro
pro
asp

serx

leu

pro
phe
arg
his
gly
gln
val
cys
thr
val
asn
ser

glu

arg
his

ser

cys
leu
thr
glu
val
tyr

leu

ile
tyr
gln
asp
asn
ser
trp
glu

leun

pro
phe
pro
asp
glu
asn
his
val
ser
thr
val
ile
asn
phe
gln
ala

ser

ala pro
pro pro
glu val
pro glu
val his
ser thr
gln asp
ser asn
1lys ala
leu pro
ser leu
ala wval
tyxr lys
phe leu
gln gln
leu his

pro gly
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Fig. 3C

gacaaaactcacacgtgccegccgtgecccagcoctocecggaactgectgggcggacegt
cagtcttcctcttcoccecoccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccc
tgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttce
aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggagg
agcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtectcacegtectgcaccagga
ctggetgaatggcaaggagtacaatgtcaaggtectocaacaaagececteccage
ccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagcecccgagaaccacaggtg
tacaccctgoccoccatceccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagectgacct
gcctggtcaaaggcttctatcccagogacatcgecogtggagtgggagagcaatgg
gcagccoggagaacaactacaagaccacgcectececcgtgttggactocegacggetec
ttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacy
tcttctcatgctocegtgatgcatgaggctectgcacaaccactacacgcagaagag

cctctoccctgtcteccgggtaaa (SEQ ID NO:3)
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Fig. 3D

_gccaacgcgttcctggaggagctgcggccgggctccctggagagggagtgcaagg
aggagcagtgctccttcgaggaggceccgagagatcttcaaggacgecggagaggac
gaagctgttctggatttcttacagtgatggggaécagtgtg:ctcaagtccatgc
cagaatgggggctcctgcaaggaccagcectccagtectatatectgettetgectec
ctgccttocgagggecggaactgtgagacgcacaaggatgaccagetgatetgtgt
gaacgagaaéggcggctgtgagcagtactgcagtgaccacacgggcaccaagcgc
tcctgtcggtaccacgaggggtactoteotgotggcagacggggtgtocctgcacac
ccacagttgaatatccatgtggaaaaatacctattctagaaaaaagaaatgccag

. caaaccccaaggccgaattgtggggggeaaggtgtgccccaaaggggagtgtoca
tggcaggtcctgttgtitggtgaatggagctcagttgtgtggggggaccctgatca
acaccatctgggtggtcetecgeggeccactgtttegacaaaatcaagaactggag
gaacctgatcgcggtgctgggcgagcacgacctcagcgagcacgacggggatgag
cagagccggegggtggcgcaggtcatcatecccagcacgtacgteccgggecacca
ccaaccacgacatcg:gctgctccgcctgcac:agcccgtggtcctcactgacca
tgtggtgcccctetgcetgeccgaacggacgttetectgagaggacgetggectte
gtg:gcttctcattggtcagcggctggggccagctgctggaﬁcgtggcgccacgg
ccctggagcectcatggteoctcaacgtgoececcggectgatgacccaggactgectgea

gcagtcacggaaggtgggagactccccaaatatcacgéagtacatgttctgtgcc

ggctactcggatggcagcaaggactcctgeaagggggacagtggaggeccacatg
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Ccacccactaccggggcacgtggtacctgacgggcatcgtcagetggggeccaggg
ctgcgcaaccgtgggccactttggggtgtacaccagggtcteccagtacatcgag
tggctgcaaaagctcatgegetcagagccacgeccaggagtcotectgogagece
cattteccgacaaaactcacacgtgcccgecgtgeccagetecggaactgetagg
cggaccgtcagtcttectectteccccccaaaacccaaggacaccetecatgatetec
cggacccctgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagecacgaagaccctgagg
tCEagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaﬁgacaaagcc
gcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtccfcaccgtcctg
caccaggactggctgaatggcaaggagtacathtcaaggtctccaacaaagccc
ctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagecccgagaac
cacaggtgtacaccctgcccccatcocgggatgagectgaccaagaaccaggtcecag
cctgacctgcctggtcaaaggcttctatecccagegacategecgtggagtgggag
agcaatgggcagccggagaacaactacaagaccaégcctcccgtgttggactccg
acggctccttetteoctcectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggecagea
ggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgecatgaggectctgocacaaccactacacg

cagaagagecctctcectgtctecegggtaaa (SEQ ID NO:4)
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Fig. 9a
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Factor IX - Secuencia de aminoacidos de Fe (péptido sefial subrayado,

propéptido en negrita)
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Fig. 9B

Factor IX - Secuencia de nucleotidos de Fe (peptido sefal subrayado,
propéptido en negrita)

atgca tgaacatgatcatggcagaatcaccaggcctcatcaccatctgecttttaggat
atctactcagtgctgaatgtacagtttttcttgatcatgaasaacgecaacanaattctgaateg
gccaaagaggtataattcaggtaaattggaagagtttgttcaagggaaccttgagagagaatgt
atggaagaaaagtgtagttttgaagaagcacgagaagtttttgaaaacactgaaagaacaactg
aattttggaagcagtatgttgatggagatcagtgtgagtccaatccatgtttaaatggocggcag
ttgcaaggatgacattaattectatgaatgttggtgtcectttggatttgaaggaaagaactgt
gaattagatgtaacatgtaacattaagaatggcagatgcgagcagttttgtaaaaatagtgcetg
ataacaaggtggtttgectectgtactgagggatatcgacttgcagaaaaccagaagtcectgtga
accagcagtgccatttecatgtggaagagttteotgtttcacaaacttctaagctcaceocgtget
gagactgtttttcoctgatgtggactatgtaaattctactgaagctgaaaccattttggataaca
tcactcaaagcacccaatcatttaatgacttcactogggttgttggtggagaagatgcecaaace
‘aggtecaattcccttggcaggtigttttgaatggtaaagttgatgecattctgtggaggetetate
gttaatgaaaaatggattgtaactgctgcccactgtgttgaaactggtgttaaaattacagttg
tcgcaggtgaacataatattgaggagacagaacatacagagcaaaagcgaaatgtgattcgaat
tattectcaccacaactacaatgcagctattaataagtacaaccatgacattgeccttcetggaa
ctggacgaacccttagtgctaaacagctacgttacacctatttgcattgectgacaaggaataca
cgsacatcttcctcaaatttggatctggctatgtaagtggcotggggaagagtecttcecacaaagg
gagatcagctttagttcttcagtaccttagagttccacttgttgaccgagecacatgtettega
tctacaaagttecaccatetataacaacatgttcotgtgotggottccatgaaggaggtagagatt
catgtcaaggngatagtgggggaeccultgttactgnngtggaagggaccagtttnttaantgg
aattattagctggggtgaagagtgtgcaatgaaaggcaaatatggaatatataccaaggtatcc
cggtatgtcaactggattaaggaaaaaacaaagctcactgaattecgccagegecgetgeggteg
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acaaaactuacu:atgccca¢¢gtgcccagcacctganctcctggggggaccgtcgg;gg&cct
cttececcccaasacccaaggacaccetecatgatcteccggaceoctgaggteasatgedd
gtggacgtgagccacgaagaccctgaggt caagttcaactggtacgtggac
ataatgecaagacaaagecgogggaggageagtacaacaqeacgtacegtg
CaccgtcctgoaccaggactggctgaatggeaaggagtacaagtgcaaggtBiccdacaaage
cteccagcooccatogagaaaaccatctocaaagecaaagggocagecoccga ihccacaggtg
acaccctgeoccccatcoccgggatgagetgaccaagaaccaggtocagoctgacefgoctggttaa
aggettctatcccagogacatcgecgtggagtgggagagcaatgggcagecggadaadaattac
aagaccacgcctooccocgtgttggactecgacggotocttcttocctctacagoaagetcacegtgg
acaagagcaggtggecagecaggggaacgtettetecatgeteoegtgatgecatgaggectotgeacaa
ccactacacgcagaagagcectotocetgtotecgggtaaatga
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